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INTROOUCCION

1 .
Los hongos son o r g a n i s m e s  o m n i p r é s e n t e s ,  que j u £
gan un p a p e l  e s e n c i a l  en l a  e c on om i a  de l a  n a t u r a l e z a ,  y
a f e c t a n  p r o f u n d a m e n t e  e l  d e s a r r o l l o  de l a  h u m a n i d a d .
C o n s t i t u y e n  un enorme g r u p o ,  muy c o m p l e j o ,  de
f o r m a s  de v i u i r  d i f e r e n t e s .  Su t ama no  v a r i a ,  desde 1 os grar» 
des hon go s que e n c o n t r a m e s  en 1 os b o s q u e s ,  a l a  s f o r m a s  u -  
n i c e l u l a  r e s . Hay e s p e c i e s  c o m e s t i b l e s ,  y e t  r a s  v e n e n o s a s .  
Unos son p a r a s i t e s  muy d a h i n o s  de p l a n t a s ,  a n i m a l e s  y d i f £  
r e n t e s  m a t e r  l a s ,  m l e n t r a s  o t r o s  h a b i t a n  en e l  s u e l o  d é g r a ­
da ndo l a  m a t e r i a  o r g a n i c a  m u e r t a  y p r o d u c i e n d o  s u s t a n c i a s  
a s i m i l a b l e s  p o r  l a s  p l a n t a s ,  c o n t r i b u y e n d o  a s i  a l  c i c l o  v ^  
t a l  de l a  n a t u r a l e z a .  T ambi en  hay hongos de g r a n  i n t e r é s  
i n d u s t r i a l ,  que c u i t i v a d o s  c o n v e n i e n t e m e n t e  p r o d u c e n  v i t a -  
m i n a s ,  a n t i b i 6 t i c o s ,  e n z i m a s ,  e t c .
Los hongos son o r g a n i s m e s  h e t e r o t r o f o s  que v i v e n  
como s a p r o f i t o s ,  p a r a s i t e s  o a s o c i a d o s  con o t r o s  o r g a n i s -  
mos como s i m b i â t i c o s .
Los hongos f i l a m e n t o s o s  o mohos,  se c a r a c t e r i z a n  
p or  su R s t r u c t u r a  v é g é t â t  i v a , f i l c m e n t o s a  y m u l t i n u c l e a d a ,  
c o n o c i d a  como m i c e l i o .  E s t e  m i c e l i o  e s t a  f o r m a d o  p o r  h i f a s  
o t u b o s  do g r u e s a s  p a r e d e s ,  que c e n t i e n e n  e l  p r o t o p l a s m a  -  
c e l u l a r ,  y que c e n t i n u a m e n t e  se e x t i e n d e n  p o r  c r e c i m i e n t o  
a p i c a l  o p o r  ram i f  i c a c i o n e s  l a t é r a l e s .  E l  a l i m e n t e  es a b -  
s o r v i d o  p or  t o d a  l a  s u p e r f i c i e  d e l  m i c e l i o .  Despues de un 
p é r i o d e  de c r e c i m i e n t o ,  t i e n e  l u g a r  l a  r e p r o d u c c i ô n ,  con -
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f o r m a c i ô n  de e s p o r a s  u n i n u c l e a d a s  o m u l t i n u c l e a d a s , que -  
dan l u g a r  a nue vos i n d i v i f J u o s ,
Cuando se s u m i n i s t r a  a 1 os hongos f i l a m e n t o s o s  
l a  m a t e r i a  o r g a n i c a  ne cesa r  i a  ( g e n e r a l m e n t e  l a  f u e n t e  c a r -  
b o n a d a ,  ya que son c a p a c e s ,  en g e n e r a l ,  de a s i m i l a r  e l  n i -  
t r o g e n o  i n o r g â n i e o  y c i e r t a s  s a l e s  m i n é r a l e s ) ,  l a  may or  l a  
de e l l e s  c r e c e n  f a c i l m e n t e  en m ed i os  r e l a t i v a m e n t e  s i m p l e s  
s i e n d o  p o r  t a n t e  e x c e l e n t e e  i n d i v i d u o s  p a r a  e l  e s t u d i o  
d e l  q u i mi s m o  de l a  c é l u l a  en e l  l a b o r a t o r i o .
La c i n e t  i c a  d e l  c r e c i m i e n t o  de m i c r o o r g a n i s m o s  -  
p r é s e n t a  v a r i a s  f  a ses  b i e n  d e f i n i d a s .  M a n d e l  ( 1 9 6 5 ) ,  l a s  
r e c o g e  en una c u r v a  i d e a l  p a r a  m i c r o o r g  ) n i smos  u n i c e l u l a - -  
r e s  en e l  l i b r e  "The  F u n g i " ,  y que a p i  i c a  con 1 iin i t a  c i o n e s  
a l  c r e c i m i e n t o  de 1 os hongos f i l a m e n t o s o s  ( c r e c i m i e n t o  t  rj^ 
d i m e n s i o n a l  de l a s  h i f a s ) , c o n s i d e r i ndo l a s  s i g u i e n t e s  f a -  
ses :
1 . -  Fas e de l a t c n c i a  o a d a p t a c i o n  a l  m e d i o .
2 . -  Fase de a c e l e r a  c i o n  o i n i c i a c i ô n  de l a  d i v i -  
si(5n c e l u l a r .
3 . -  Fas e e x p o n e n c i a 1 o l o g a r i t m i c a ,  con una v e l £  
c i d a d  u n i f o r m e  do c r e c i m i e n t o .
4 . -  Fase de dosa ce 1 e r a c i o n  o d e c r e c i m i e n t o  de l a  
d i v i s i o n  c e l u l a r .
5 . -  Fase o s t a c i o n a r  l a , en l a  que ce sa l a  d i v i ­
s i o n  c e l u l a r .
6 . -  Fase do de ca de ne i a , o a u t ô l i s i s ,  con un de -  
c r e c i m i e n t o  de l a s  ce l u i  a s v i a b l e s .
3 .
La f a s e  de d e c a d e n c i a ,  o a u t ô l i s i s ,  s o b r e v i e n e  
como une c o n s e c u e n c i a  de l a  f a l t a  de nut  r l e n t e s  en e l  me­
d i o ,  p r i n c i p a l m e n t e  de l a  f u e n t e  c a r b o n a d a .  E s t a  f a s e ,  c o ­
mo hem os c ompr oba do en l a  b ûs qu e da  e x h a u s t  i v a  a t r a v é s  de 
l a  b i b 1 i o g r a f l a , es l a  que mener  a t e n c i ô n  ha r e c i b i d o  p o r  
p a r t e  de l e s  i n v e s t i g a d o r e s  d e d i c a d o s  a l  e s t u d i o  de l a  F i -  
s i o l o g i a  de H o n g o s .  E l  c o n o c i m i e n t o  de e s t a  f a s e ,  y l a  
t r a n s c e n d e n e i a  que pueda t e n e r , es 1 o que nos ha l l e v a d o  a 
c e n t r a  r  n u e s t r o s  e s t u d i o s ,  en l e s  c amb i os  q u i m i c o s  y f i s i £  
1 ôg i c o s  que t i e n e n  l u g a r  d u r a n t e  l a  f a s e  a u t  o l i t  i c a  d e l  
c r e c i m i e n t o  de hongos f i l a m e n t o s o s .
Gegun Mat  i l e  ( 1 9 6 9 ) ,  l a  a u t ô l i s i s ,  puede se r  con  
s i d e r a d a  como l a  m u e r t e  de l a  c é l u l a .  Las e n z i m a s  l l t i c a s ,  
se e n c u e n t r a n  c o n f i n a d a s  en unos c o r p û s c u l o s  l l a m a d o s  1 i s £  
somas,  donde t i e n e n  l u g a r  l o s  p r o c e s o s  1 I t  i c o s  c e l u l a r e s .  
Cuando l a  c é l u l a  m u e r e ,  g e n e r a l m e n t e  p or  f a l t a  de n u t  r l e n ­
t e s ,  l o s  1 i s os oma s no pue de n s e g u i r  r e g e n e r a n d o  su membra -  
na l i s o s o m a l  o t o n o p l a s t o ,  r ô m p i e n d o s e  e s t a ,  y l i b e r é n d o s e  
l a s  e n z i m a s  l l t i c a s  a i l i  c o n f i n a d a s . Como c o n s e c u e n c i a  de 
e s t  o s o b r e v i e n e  l a  h i d r ô l i s i s  de l o s  mat o r i a l e s  c i t  o p l a  sm£ 
t  i c o s  y de l a s  p a r e d e s  c e l u l a r e s .  E s t o  se r e  f l e  j a  en una 
p e r d  I d a  g r a d u a i  d e l  p es o s e co  d e l  m i c e l i o ,  que g e n e r a l m e n ­
t e  se t  orna como c r i t e r i o  p a r a  l a  m e d i d a  de l a  a u t ô l i s i s .
F e n d  ( 1 9 7 0 ) ,  c o n s i d é r a  que l a  p r i n c i p a l  c a u s a  
de l a  ] u t  61 i s  i s  e s , a p a r e n t e m e n t e , l a  p é r d i d a  de 1 b a l a n c e  m£ 
t e r i a l  e x i s t e n t e  en l a  h i f a  d e l  h on go ,  c a u s a d o  p o r  f a c t o -  
r e s  i n t e r  nos o e x t e r n o s .  Los f a c t o r e s  i n t e r n o s ,  p ue de n s e r
4 .
l a  r u p t u r a  de l o s  o r g i n u l o s  o una a c u m u l a c i ô n  de m e t a b o l i -  
t o s  t ô x i c o s .  Las c a u s a s  e x t e r n a s ,  c ompr ende n F a c t o r e s  f£s_i  
COS,  q u i m i c o s  y e n z i m é t i c o s ,  l o s  c u a l e s  p e r t u r b a n  l a  e s - -  
t r u c t u r a  i n t r a c e l u l a r  de l a s  p a r e d e s  de l a s  h i f a s ,  y t a m -  
b i é n  l a  f a l t a  de n u t  r l e n t e s ,  e s p e c i a l m e n t e  de f u e n t e s  de £  
n e r g l a .  La f a l t a  de l a  f u e n t e  de e n e r g l a ,  puede s e r  ca us a -  
d a,  p o r q u e  se haya t e r m i n a d o  e s t a ,  o p o r  una d e f I c i e n c i a  
e s p e c i f i c a  en un c o m p a r t i m e n t e ,  d e b i d o  a su l o c a l i z a c i â n  
p a r t i c u l a r  en una h i f  a o c o l o n i e .  De e s t a  f o r m a ,  puede ocjj  
r r i r  a l  a z a r  l a  1 i s  i s  en una p a r t e  d é t e r m i n a d a  de una h i f a .  
P o r  e s t a  r a z ô n ,  T r i n c i  y R i g h e l a t o  ( 1 9 7 0 )  l l e g a n  a l a  c o n ­
c l u s i o n  de que e l  c u l t i v e  es c i t o l o g i c a m e n t e  h e t e r o g e n e o  a 
t o d o s  l o s  e s t a d o s  d e l  d e s a r r o l l o  y que l a  e da d  d e l  c u l t i v e  
no pue de  s e r  usada como un i n d i c a d o r  de l a  s e c u e n c i a  de 
l o s  c a m b i o s  m o r f o l ô g i c o s . E l  h ec h o  de que e x i s t a n  s i m u l t a -  
n ea m en te  d e n t r o  de una h i f a  c o m p a r t i m e n t e s  l i s a d o s  y o t r o s  
i n t a c t e s ,  i n d i c a  que l a  p a r t e  no daHada de l a  h i f a ,  a p a r e n  
t e m e n t e  u t i l i z a  s u s t a n c i a s  de b a j o  p es o m o l e c u l a r  p a r a  su 
c r e c i m i e n t o ;  e s t a s  s u s t a n c i a s , p r o v i e n e n  de l a s  p a r t e s  a u t £  
l i z a d a s .  Desde e s t e  p u n t o  de v i s t a ,  l a  a u t ô l i s i s ,  puede  
s e r  c o n s i d e r a d a  como un c a m i n o de s u p e r v i v e n c i a  en c o n d i -  
c i o n e s  de i n a n i c i ô n .  E l  a g o t a m i e n t o  de n u t r i e n t e s  on e l  m£ 
d i o ,  r e p r é s e n t a  una de l a s  r a z o n e s  mas i m p o r t a n t e s  p a r a  
que un c u l t i v e  se a u t o l i c e  g r a d u a l m e n t e .
E n t r e  l o s  p r i m e r o s  e s t u d i o s  s o b r e  l a  a u t ô l i s i s ,  
e s t a n  l o s  de Dox y M a y n a r d  ( 1 9 1 2 ) ,  a t r i b u y e n d o  l a  p é r d i d a  
de t u r g e n c i a  que e x p é r i m e n t a  e l  m i c e l i o  con e l  t i e m p o  de -  
i n c u b a c i ô n ,  a l o s  c a mb i os  q u i m i c o s  que t i e n e n  l u g a r  d u r a n ­
t e  e l  p r o c e s o  a u t  o l  I t  i c o .  Una s e r i e  de e x p e r i m e n t o s  encamj_
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na dos a d e t e r m  i n a  r  como y en que e x t e n s i o n  l a  a u t ô l i s i s  
a f e c t i b a  e l  c o n t e n i d o  de n i t r ô g e n o  de 1 l i q u i d e  de c u i t i v o ,  
h i c i e r o n  a t r i b u i r  l a  l i b e r a c i ô n  de NH^ d u r a n t e  l a  a u t ô l i ­
s i s  a l a  d e s c o m p o s i c i ô n  de p r o t e i r a s .
En un e s t u d i o  p o s t e r i o r ,  Oox ( 1 9 1 3 )  l l e g a  a l a  -  
c o n c l u s i o n  de que l a  a u t ô l i s i s  t i e n e  l u g a r  c uando cesa e l  
c r e c i m i e n t o ,  y e s t o  s uc ed e a l  a g o t a r s e  l o s  c a r b o h i d r a t o s  -  
p r é s e n t e s  i n i c i a l m e n t e  en e l  m e d i o  de c u l t i v e .
Brown ( 1 9 2 3 ) ,  e s t i m a  que l a  a u t ô l i s i s  s u ce d e c o ­
mo c o n s e c u e n c i a  de l a  a c u m u l a c i ô n  de m e t a b o l i t e s  de n a t u r £  
l e  za t o x i c a ,  y Boy l e  ( 1 9 2 4 )  e s t u d i a n d o  e l  e n v e j e c i m i e n t o  
de s p .  de Fusa r  i u m , t r a t a  de d i l u c i d a r  s i  e s t e  e n v e j e c i ­
m i e n t o  es de o r i g e n  e n z i m é t i c o ,  a unque no o b t u v o  r é s u l t a -  
dos c o n c l u y e n t e s ,
La p r i m e r a  i n v e s t i g a c i ô n  q u i m i c a  d e l  e n v e j e c i ­
m i e n t o  de c u l t i v e s ,  f u é  1 l e  va da a c i b o  p or  C l a r a  P r a t  t  en 
1 9 2 4 ,  .al e s t u d i a r  a n a l i t i c a m e n t e  l o s  p r o d u c t o s  que a p a r e -  
cian como r é s u l t a  do de l a  a u t ô l i s i s  d e l  hongo F usa r  ium f r u f c - 
t  i q e n u m . Ademâs,  l l e g a  a l a  c o n c l u s i o n  de que l a  f a l t a  de 
n u t r i e n t e s  de 1 m e d i o ,  p or  a g o t a m i e n t o  de e s t  os,  y l a  acumti  
l a c i ô n  de p r o d u c t o s  m e t a b ô l i c o s , son dos f a c t o r e s  de i g u a l  
i m p o r t a n c i a  en l a  r e d u c c i ô n  de l a  v e l o c i d a d  de c r e c i m i e n ­
t o .
B o r t e l s  ( 1 9 2 7 ) ,  o b s e r v a  un p a r a l e l i s m o  e n t r e  a u ­
t ô l i s i s  y una c o l o r a c i ô n  r o j o - v i o l e t a  que apa r e  ce en e l  m£ 
d i o  a l  s e r  e s t e  a I c a  1 i n i z a d o . M e t z  ( 1 9 3 U ) ,  t a m b i e n  o b s e r ­
va una c o r r e l a c i ô n  e n t r e  a u t ô l i s i s  y l a  a p a r i c i ô n  de un -  
c o l o r  i n a r r ô n - r o j i z o  en e l  m e d i o ,  en 13 o r g a n i s m e s  d i f e r e n -
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t e s ,  s i e n d o  e l  c o l o r  mas i n t e n s o  en p r e s e n c i a  de Zn y Fe 
j u n t o s .
Un e s t u d i o  s i s t e m é t  i c o  s o b re  l a  a u t ô l i s i s  d e l  
hongo A s p e r g i l l u s  n i q e r , f u é  l l e v a d o  a c abo  p o r  B e h r  ( 1 9 3 0 )  
exam i n a  ndo l a  i n f l u e n c i a  que d i v e r s e s  c o n d i c  i o n e s  p r e f i j a -  
das t e n i a n  s o b r e  l a  a u t ô l i s i s .  l ï l i d i e n d o  l a  a u t ô l i s i s  como 
p é r d i d a  de p es o s e co  de m i c e l i o  y s o l u b  i l i z a c i ô n  d e l  N c e ­
l u l a r ,  e s t a  fUB mucho més r é p i d a  en un m e d i o  f i s i o l o g i c a -  
me nte  a l c a l i n o  ( pH 6 - 7  y NO^Na como f u e n t e  de N) que en -  
un m e d i o  f i s i o l o g i c a m e n t e  a c i d o  ( pH 1 , 0  y 5 0 ^ ( N H ^ )^  como 
f u e n t e  de N ) . En e l  mismo ado ( 1 9 3 0 ) ,  R i p p e l  y B e h r ,  e s t u -  
d i a n  l a  l i b e r a c i ô n  d e l  lïlg d u r a n t e  l a  a u t ô l i s i s  d e l  A s p e r ­
g i l l u s  n i q e r , y en e l  a Mo 1 9 3 6 ,  e s t o s  mismos a u t o r e s ,  s i -  
guen l a  l i b e r a c i ô n  de c om pu es to s de a z u f r e  o r g a n i c o  d u r a n ­
t e  l a  a u t ô l i s i s  de e s t e  mismo m i c r o o r g a n i s m o .
Los t r a b a j o s  de l U o o l l e y  y P e t e r s o n  ( 1 9 3 7 )  v e r s a n  
s o b r e  l a  a u t ô l i s i s  i n d u c i d a  de A s p e r g i l l u s  sydouai . Las c o£  
d i c i o n e s  més f a v o r a b l e s  p a r a  l a  a u t ô l i s i s  cons i s t  i a  n en  
perm i t  i r  que e l  m i c e l i o  s ec o y m o l i d o  se a u t o l i z a s e  e n  p r e  
s e n c i a  de t i m o l  d u r a n t e  2 o 3 d i a s .  En e s t e  p r o c e s o ,  e l  
63/0 de 1 n i t r ô g e n o  d e l  m i c e l i o  l l e g a b a  a s e r  s o l u b l e  en  
a g u a .  Como puede v e r s e ,  l a  g r a n  may or i a  de l o s  t r a b a j o s  e -  
f e c t u a d o s  s o b r e  l a  f a s e  a o t  o l i t  i c a  d e l  c r e c i m i e n t o  en e s ­
t o s  a R o s ,  v e r s a n  ca s i  u n i c a m e n t e  s o b r e  l a  q u i m i c a  de 1 n i ­
t r ô g e n o  en d i f e r e n t e s  a s p e c t o s ,
Més t a r d e ,  a p a r e c e n  a l g u n o s  t r a b a j o s  que se o c u -  
pan de l a  q u i m i c a  d e l  f ô s f o r o ,  s i g u i e n d o  l a  l i b e r a c i ô n  de 
compu es t  os o r g é n i c o s  de e s t e  e l e m e n t o ,  a s !  como l a  m i n e r a -  
l i z a c i ô n  de e s t o s  compu os tos  a o r t o f o s f a t o s , y  su a c um ul a  -
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c i ô n  en e 1 me di o  d u r a n t e  e l  p r o c e s o  a u t o l i t i c o .  D e s t a c a n  - 
l o s  t r a b a j o s  de I T l i c h e l - D u r a n d  ( 1 9 3 8 )  s o b r e  l a  l i b e r a c i ô n  
de compuGstos o r g a n i c o s  c o n t e n i e n d o  f ô s f o r o ,  a s i  como l o s  
de Chang ( 1 9 4 0 )  y Se me ni uk  ( 1 9 4 4 )  q u i e n e s  l l e g a n  a o p i n a  r  
que l a  a u t ô l i s i s  u i e n e  m ar c ad a p o r  l a  a p a r i c i ô n  de f  o s f  a -  
t  os en e l  m e d i o .  En a no s  suc es  i v o s ,  a p a r e c e n  l o s  t r a b a j o s  
de H o c k e n h u l l  ( 1 9 4 6  y 1 9 5 0 )  y R a i s t r i c k  ( 1 9 4 8 ) ,  s o b r e  l a  -  
l i b e r a c i ô n  de a z u f r e  d u r a n t e  e l  p r o c e s o  a u t o l i t i c o .
C a m i c i ,  S e r m o n t i  y C h a i n  ( 1 9 5 2 ) ,  e s t u d i a n  l a  a u ­
t ô l i s i s  d e l  m i c e l i o  d e l  P é n i c i l l i u m  c hr ys oq en um en c u l t i v e  
s u m e r g i d o ,  compr ob and o que l a  a u t ô l i s i s  t i e n e  l u g a r  a d i f £  
r e n t e s  t i e m p o s ,  d e p e n d i e n d o  de l a s  c o n d i c i o n e s  e x p e r i m e n t £  
l e s  y de l a  f or ma d e l  m i c e l i o .
C r e w t h e r  y Lennox ( 1 9 5 3 )  s i g u e n  l o s  c amb i os  q u i ­
m ic o s  que t i e n e n  l u g a r  en e l  l i q u i d e  de c u l t i v o  donde se -  
h a b i a  a u t o l i z a d o  e l  A s p e r g i l l u s  o r y z a e , y S m i t h i e s  ( 1 9 5 3 ) ,  
e s t u d i a  l a  l i b e r a c i ô n  e h i d r ô l i s i s  de c a r b o h i d r a t o s ,  p r o ­
t e i n a s  y q u i t  i n a  d e l  m i c e l i o  de P é n i c i l l i u m  q r i s e o f u l v u m , 
p o r  a u t ô l i s i s  d e l  m i c e l i o  s e co  o p o r  t r a t a m i e n t o  de e s t e  -  
con e n z i m a s  de o t r a s  f u e n t e s .
La v a r i a c i ô n  c u a n t i t a t  i v a  y c u a 1 i  t a  t  i v a  de l o s  
a m i n o a c i d o s  1 i b e r a d o s , p or  d i v e r s e s  h on go s,  d u r a n t e  l a  a u t £  
l i s i s  f u é  e s t u d i a d a  d e t a 1 l a d a m e n t e  p o r  R i t t e r  ( 1 9 5 5 ) ,  a s i  
como l a  i n f l u e n c i a  que t i e n e n  s o b r e  l a  a u t ô l i s i s  l a  a d i -  
c i o n  de v i t am i n a  s a l  m ed i o  de c u l t i v o .
I n t n n t a n d o  p r o f u n d i z a r  en l a  a u t ô l i s i s  d e l  A s p n  r -  
g i l 1 us o r y z a e  , H o r i k o s h i  y S a k a g u c h i  ( 1 9 5 8 ) ,  h ac e n un e s -
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t u d i o  de l a  l i s i s  de l a s  p a r e d e s  c e l u l a r e s  de e s t e  hongo,  
con una e nz i ma  l i t i c a  o b t e n i d a  de B a c i l l u s  c i r c u l a n s .
Los t r a b a j o s  de Tandon y Ch an dr a ( 1 9 6 2 )  s o b r e  aj j  
t  ô l i s  i s  d e l  hongo C o l l e t o t r i c h um q l o c o s p o r i o i d e s , ponen de 
m a n i f i e s t o  e l  d e c r e c i m i e n t o  g r a d u a i  que e x p e r i m e n t a n  l o s  
a z u c a r e s ,  a m i n o é c i d o s  y a c i d o s  o r g a n i c o s  e x i s t a n t e s  en e l  
m i c e l i o  a l o  l a r g o  d e l  p e r i o d o  a u t o l i t i c o .
[ m i l i a  n i  y c o l a b o r a d o r e s  ( 1 9 5 7 ,  1 9 5 8 ,  1 9 5 9 ,  1 9 6 2 ,  
y 1 9 7 1 )  han e s t u d i a d o  a m p l i a m e n t e  l o s  f enôme nos  a u t  o l i t  i -  
cos que s u f r e n  l a s  c é l u l a s  de l o s  hongos cua ndo  se e n c u e n -  
t r a n  en d e t e r m i n a d a s  c o n d i c i o n e s  d e s f a u o r a b l e s  ( a u t ô l i s i s  
i n d u c i d a ) ,  con o b j e t o  de p r o f u n d i z a r  en e l  c o n o c i m i e n t o  -  
d e l  meca ni smo  de l o s  p r o c e s o s  v i t a l e s .  B a j o  d i f e r e n t e s  coin 
d i c i o n e s ,  se m a n i f i e s t a  l a  a c t i v i d a d  de d i v e r s a s  e n z i m a s  -  
1 i t  i c a  s ( a u t o l i z a n t e s )  p o r  l a  f o r m a c i ô n  de a z u c a r e s ,  a m i n £  
a c i d o s ,  e t c .  que se d i f u n d e n  en e l  m e d i o .
En una s e r i e  de t r a b a j o s  s o b r e  l a  a u t ô l i s i s  d e l  
A s p e r g i l l u s  o r y z a e , A r i m a ,  Uo zumi  y c o l a b o r a d o r e s  ( 1 9 6 5 ,  
196 8 y 1 9 6 9 ) ,  e s t u d i a n  p r i m e r o  l a s  c o n d i c i o n e s  ô p t i m a s  de 
l a  a u t ô l i s i s  de e s t e  hongo,  su i n d u c c i ô n ,  l o s  c a mb i o s m o r -  
f o l ô g i c o s  d e l  m i c e l i o ,  a s i  como l a  e x c r e c c i ô n  de a m i n o a c i ­
dos ,  a z u c a r e s  y n u c l e ô t i d o s  a l  a u t o l i z a d o .  P o s t e r i o r m e n t e ,  
e s t u d i a n  d i f e r e n t e s  n u c l e a s a s , e n c o n t r a d i s  en e l  m i c e l i o  de 
e s t e  hongo d u r a n t e  e l  p r o c e s o  a u t o l i t i c o ,  a s i  como i n h i b i -  
d o r e s  e x i s t e n t o s  en e l  mismo.
T r i n c i  y R i g h e l a t o  ( 1 9 7 ü )  o b s e r v a n  en l a  a u t ô l i -
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s i s  r i e l  P é n i c i l l i u m  c hr ys og en um , un d e c r e c i m i e n t o  d e l  n i -  
v e l  de p r o t e i n a s ,  RNrt y DNA en c u l t i v e s  a u t o l i z a d o s  de e s ­
t e  h o n g o .  A l  p r i n c i p i o  de l a  a u t ô l i s i s ,  l a  e s t r u c t u r a  g r a ­
n u l a r  d e l  p r o t o p l a s m a  se p i e r d e , d e b i d o  a l a  l i s i s  r i b o s o -  
m a l .  No pa r e  ce que l a s  membranas sean a f e c t a d a s  d u r a n t e  o£  
t e  p r o c e s o ,  p u e s t o  que t i e n d e n  a a c u m u l a r s e  en e l  m e d i o .
Las m i t  o c o n d r  i a  s son mas a s t a b l e s  que l o s  r i b o s o m a s ,  p r o b £  
b l e m e n t e  d e b i d o  a l o s  f o s f o l i p i d o s  que c e n t  i e n e n .  B a i n b r i ^  
ge y c o l a b o r a d o r e s  ( 1 9 7 1 )  l l e g a n  a c o n c l u s  i o n e s  a n a l o g a s  a 
l a s  a n t e r i o r e s  a l  e s t u d i a r  l a  a u t ô l i s i s  d e l  A s p e r g i l l u s  n i - 
d u l a  n s .
Lahoz y c o l a b o r a d o r e s  ( 1 9 6 6 ,  1 9 6 7 ,  y I 9 6 0 )  han -  
e s t u d i a d o  l a  a u t ô l i s i s  d e l  A s p e r g i l l u s  t e r r e u s  y d e l  A s p e r ­
g i l l u s  f i a  v u s , t a n t o  en un m e d i o  f i s i o l o g i c a m e n t e  a l c a l i n o ,  
como en un m e d i o  f i s i o l o g i c  m e n t e  é c i d o ,  a s !  como e l  e f e c -  
t o  d e ] t i p o  de c u l t i v o  ( s u m e r g i d o  o e s t a c i o n a r i o )  s o b r e  e£  
t a  f a s e .  P o c t e r i o r m e n t e , en 1 9 6 9 ,  e s t u d i a r o n  l a  a u t ô l i s i s  
i n d u c i d a  d e l  A s p e r g i l l u s  f l a v u s , s i g u i e n d o  l a  l i b e r a c i ô n  -  
de IMH.  ^ d u r a n t e  e s t a  f a s e .
Una s e r i e  de r l i v e r s o s  t r a b a j o s  s o b r e  l a  i n f l u e n -  
c i a  de d i v e r s e s  p a r a m é t r é s  en l a  a u t ô l i s i s  de A s p e r g i l l u s  
n i q e r , como son i n f l u e n c i a  d e l  n i v e l  de l a  f u e n t e  c a r b o n a ­
d a,  r e l a c i ô n  C / N ,  i n f l u e n c i a  de l a  t e m p e r a t u r e ,  d e l  pH,  
e t c . l ian s i d o  l l e v a d o s  a c abo p o r  Lahoz y c o l a b o r a d o r e s  en 
e s t o s  u l t i m e s  a nos ( 1 9 7 0 ,  1 9 7 4 ,  1 97 8  y 1 9 7 9 ) .
Es g e n e r a l m e n t e  a c e p t a d o ,  que l o s  m i c r o r g a n i s m o s  
p r o d u c e n  e n z i m a s ,  l a s  c u a l e s  p u e d e n  h i d r o l i z a r  l o s  p o l i m e -
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r os de sus p a r e d e s ,  ya que e s t a s  e n z i m a s  son e s e n c i a l e s  p £  
r a  e l  c r e c i m i e n t o  c e l u l a r  ( F o r s b e r q  y R o g e r s ,  1 9 7 1 ) .  M a h a -  
d eu an  y lYlahodkar ( 1 9 7 0 ) ,  o n c u e n t  ra  n una c o r r e l a c i ô n  p o s i t i f  
va e n t r e  l a  c a n t i d a d  do e n z i m a s  l l t i c a s  en l a  p a r e d  c e l u ­
l a r  de N e u r o s p o r a  c r a s s a , c r e c i m i e n t o  a p i c a l  y f r e c u e n c i q  
de r a m i f i c a c i ô n .  En l o s  h on g o s ,  se c r e e  que e s t a s  e n z i m a s  
h i d n l l t i c a s ,  son t r o n s p o r t a d a s  en v e s i c u l a s  h a s t a  l o s  p u n -  
t o s  de l a s  h i f a s  donde t i e n e n  l u g a r  l a s  r a m i f i c a c i o n e s  de 
l a s  m is m a s .  Se ha p o d i  d o d e m o s t r a r  en e l l o s ,  l a  p r e s e n c i a  
de g l u c a n a s a s ,  q u i t  i n a  sas  y p r o t e  i n a s a s . Las v e s i c u l a s ,  
pue de n l l e v a r  a c a bo  e l  t r a n s p o r t e  de muchos de e s t o s  e n z ^  
mas 1 I t i c o s ,  desde l a s  h i f a s  a l  m e d i o . S i n  e m b ar g o,  l a s  hi^ 
f a  s c o n t  i e n e n  sus p r o p L a s  s u s t a n c i a s  p r o t e c t  i v a s ,  m e d i a n t e  
l a s  c u a l e s  r e s i s t e n  e l  e f e c t o  1 1 1 i c o  de sus p r o p i a s  e n z i ­
mas d u r a n t e  e l  c r e c i m i e n t o .  M e s s e I s  y K o l b i n  ( 1 9 7 2 ) ,  de -  
m o s t r a r o n  en 5 c h i z o p h y l l u m  commune, que s o l a m e n t e  d e s p u e s  
de q u i t a r  e s t a  b a r r e r a  p o d i i n  a c t u a r  l a s  g l u c a n a s a s  y q u i -  
t i n a s a s  e n d o c e l u l a r e s ,  p a r a  a t a c a r  l a  p a r e d .
Como p a r t e  de l a s  h i f a s ,  l a s  p a r e d e s  c e l u l a r e s ,  
t a m b i e n  e x p e r  i m e n t a n  un p r o c e s o  de env e j e c  im i e n t  o o a u t  61 j. 
s i s  con sus p r o p i a s  e n z i m a s  l i t  i c a s ,  M i t c h e l l  y S a b a r ,  en 
1 9 6 6 ,  e n c u e n t r a n  en l a s  p a r e d e s  de P h y t h i u m  e n z i m a s  l l t i ­
cas c a p a c e s  de l l e v a r  a cabo l a  d e g r a d a c i ô n  de l a s  m i sm a s.  
P o l a c h e k  y R o s e n b e r g e r  ( 1 9 7 5 )  e s t u d i a n  l a  a u t ô l i s i s  de l a s  
p a r e d e s  a i s l a d a s  de A s p e r g i l l u s  n i d u l a n s  con l a s  e n z i m a s  -  
que en e l l a s  quedan r e t e n i d a s .  D u r a n t e  l a  i n c u b a c i ô n  de 
l a s  p a r e d e s  o b s e r v a n  l i b e r a c i ô n  de g l u c o s a ,  g a l a c t o s a ,  N- £  
c e t i l g l u c o s a m i n a ,  a m i n o a c i d o s  y o l i g o s a c a r i d o s ;  en l a s  p r ^  
me ra s h o r a s ,  l a  a u t ô l i s i s  es l i n e a l ,  p e r o cua ndo  se ha h i -
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d r o l i z a d o  un 3.^ d e l  m a t e r i a l  de l a  p a r e d ,  l a  v e l o c i d a d  d e ­
c r e e s  y l a s  p a r e d e s  c e l u l a r e s  se h a c e n  r e s i s t e n t e s  a l a s  
e n z i m a s .  Lo p r i m e r o  que se h i d r o l i z a ,  son l a s  p u n t a s  de 
l a s  h i F a s ,  l o  c u a l  no es d e b i d o  p r o b a b l e m e n t e  a una l o c a l j .  
z a c i ô n  e s p e c i f i c a  de l a s  e n z i m a s  l i t i c a s ,  s i n o  a l a  menor  
r e s i s t e n c i a  de l a s  p a r e d e s  j ô v e n e s  a l  a t a q u e .  Rey es  y L a ­
hoz  ( 1 9 7 7 ) ,  h ac en  un e s t u d i o  de l a  l i s i s  de l a s  p a r e d e s  ce 
l u l a r e s  de d i f e r e n t e s  e da d e s  de S c l e r o t  i n i a  f r u c t i q e n a  con  
sus p r o p i a s  e n z i m a s  l i t i c a s ,  o b s e r v a n d o  que p a r e d e s  j ô v e ­
nes o b t e n i d a s  de c u l t i v e s  np a u t o l i z a d o s ,  l l e g a n  a l i s a r s e  
en un 5 0 ^ ,  m l e n t r a s  que l a s  p a r e d e s  o b t e n i d a s  de c u l t i v e s  
muy a u t o l i z a d o s  no se d e g r a d a n  més de un 10%i  e n t r e  e s t o s  
dos e x t r e m o s ,  en p a r e d e s  o b t e n i d a s  de c u l t i v e s  de d i s t i n ­
t a s  e d a d e s ,  hay una l i s i s  g r a d u a i .
D u r a n t e  e l  p r o c e s o  a u t o l i t i c o ,  y d e b i d o  a l a  g r a n  
d e s o r g a n i z a c i ô n  c e l u l a r ,  hay una a c u m u l a c i ô n  p r o g r e s i v a  en  
e l  l i q u i d e  de c u l t i v o  de d i f e r e n t e s  e n z i m a s  l i t i c a s ,  c a p a ­
ce s de l l e v a r  a c abo l a  d i g e s t i ô n  c e l u l a r .  Los t r a b a j o s  
que ponen de m a n i f i e s t o  l a  p r o d u c c i ô n  o e x c r e c c i ô n  de e nz j .  
ma s l i t i c a s  d u r a n t e  l a  a u t ô l i s i s ,  son a b o n d a n t e s  en e s t o s  
û l t i m o s  a n o s .  Uessey y Pegg ( 1 9 7 3 )  e s t u d i a n  l a  p r o d u c c i ô n  
de q u i t  i n a s a  d u r a n t e  l a  a u t ô l i s i s  d e l  V e r t i c i l l u m  a l b o -  
a t r u m . C r e c i e n t e s  c a n t i d a d e s  de p - N - a c e t i l g l u c o s a m i n i d a s a  
f u e r o n  e n c o n t r a d a s  en  S c i e r o t  i n i a  f r u c t i q e n a  d u r a n t e  su a £  
t  o l i s  i s , p o r  Re ye s y By rd e  ( 1 9 7 3 ) .  Un e s t u d i o  s i s t e m a t  i c o  
s o b r e  l a  v a r i a c i ô n  de d i v e r s a s  a c t  i v i d a d e s  e n z i m é t  i c a s ,  
c a r b o h i r i r a  sa s , q u i t  i n a s a s ,  y f o s f a t a s a s  d u r a n t e  l a  a u t ô l i ­
s i s  de d i f e r e n t e s  h o n go s,  f u é  l l e v a d o  a c abo p o r  L a h o z , R£  
y e s y c o l a b o r a d o r e s  ( 1 9 7 6 ,  1 9 7 7 ) .  T a m b i é n  e s t o s  a u t o r e s ,  -
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en 1 9 7 7  y 1 9 7 9 ,  han e s t u d i a d o  l a  i n f l u o n c i a  de l a s  d i f e r e n ­
t e s  c o n d i c i o n e s  de c u l t i v o ,  a s i  como l a  f u e n t e  de c a r b o n e  y 
n i t r ô g e n o  s o b r e  l a  v a r i a c i ô n  de l a  a c t i v i d a d  e n z i m i t  i c a  de 
l æ  q u i t i n a s a s ,  p - N - a  c e t i l g l u c o s am i n i d a s a  y ( 1 , 3 ) - p - g l u c a n a -  
sa d u r a n t e  l a  a u t ô l i s i s  de N e u r o s p o r a  c r a s s e , l l e g a  ndo a l a  
c o n c l u s  i ô n  de que ca da hongo p r o d u c e  l a s  e n z i m a s  l i t  i c a s  n£  
c e s a r i a s  p a r a  deg r a d a r  sus p r o p i a s  p a r e d e s  c e l u l a r e s .
Como puede v e r s e  a t r a v é s  do l a  r e v i s i o n  l l o v a d a  
a c a bo  s o b r e  a u t ô l i s i s  de hongos f i l a m e n t o s o s ,  nunca se ha 
p e n s a d o  en l a  p o s i b i 1 i d a d / d e  que e l  p r o c e s o  a u t o l i t i c o  de -  
hongos f i t o p a t ô g e n o s j  p u d i e r a  e s t a r  imp 1 i c a  do en l a  i n f e c -  
c i ô n  de l o s  d i f e r e n t e s  t e j i d o s  de l a s  p l a n t a s  por  e s t o s  p a ­
r a s i t e s  .
La p a r e d  c e l u l a r  de l a s  p l a n t a s  e s t é  f o r m a da  p o r  
una e s t r u c t u r a  c o m p l e j a  y o r d e  na da que c o n s t  i t u y e  una b a r r £  
r a  y d e f i e n d e  a l a s  c é l u l a s  de l a s  i n v a s  i o n e s  m i c r o b  io  n a s . 
I r a d i c i o n a I m e n t e  l a  p a r e d  c e l u l a r  de l a  p l a n t a  se d i v i d e  en  
t r è s  r e g i o n e s  de a c u e r d o  con su e s t r u c t u r a  y f u n c i o n :  Lame-  
l a  m e d i a ,  p a r e d  p r i m a r i a  y p a r e d  s e c u n d a r i a .  La lame l a  me­
d i a  es una r e g  i ô n  dondé se j u n t a  n l a s  p a r e d e s  de l a  c é l u l a .  
La p a r e d  p r i m a r i a  t i e n e  una o r g a n i z a c i ô n  d e f i n i d a ,  y es l a  
mas d i n é m i c a  de l a s  c a p a s .  La p a r e d  s e c u n d a r i a ,  es l a  p o r -  
c i o n  de p a r e d  que se Forma cua ndo  ya ha t e r m i n a d o  l a  e 1 ong£  
c i ô n  c e l u l a r .  De una r e g i o n  a o t  r a  v a r i a ,  g r î d u a I m e n t e ,  t a n  
t o  l a  c o m p o s i c i ô n  q u i m i c a  como e l  g r a d o  de o r g a n i z a c i ô n .
Los p o l i s a c é r i d o s  de l a  p a r e d  han s i d o  h i s t  or  i c a -  
me nte  a g r u p a d o s  en sus t a  n e i i s  p e o t i c a s ,  h e m i c e 1 u l o s a s  y c e ­
l u i  osa s ( N o r t h c o t e ,  1 9 6 3 )  b a s é n d o s e  en l a  s o l u b i l i d a d  de 
1 os p o l i s a c a r  i d o s  c o n s t i t u y e n t e s  de l a  p a r e d ,  mas b i e n  que 
en su c o m p o s i c i ô n  q u i m i c a .  Las s u s t a n c i a s  p e p t  i c a  s son l o s
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p r i n c i p a l e s  c o n s t i t u y e n t e s  de l a  lame l a  m e d i a  y e l e m e n t o s  -  
e s t r u c t u r a  l e s  de l a  p a r e d  p r i m a r i a  ( M c C l e d o n ,  1 9 6 4 ;  T a l r na d -  
g e ,  1 9 7 3 ) .  Las h e m i c e l u l o s a s  son l e s  p r i n c i p a l e s  c omponen-  
t e s  de l a  p a r e d  m e d i a  y s e c u n d a r i a  y e n c a d e n a n  l a s  F r a c c i o -  
nes p é p t i c a s  y c e l u l é s i c a s  ( B a n e r ,  1 9 7 3 ;  N o r t h c o t e ,  1 9 7 2 ) .  
La c e l u i  osa es l a  s u s t a n c i a  mds a b u n d a n t e  e n c o n t r a d a  en e l  
r o i n o  v e g e t a l ,  y c o n s t  i t u y e  e l  mayor  c om po ne n te  e s t r u c t u r a l  
de l a s  p a r a d e s :  en l a  p a r e d  p r l m a p i a ,  l a s  f i b r i l l a s  de cel iJ  
l o s a  e s t a n  o r i e n t a d a s  a l  a z a r ;  l a  p a r e d  s e c u n d a r i a  e s t a  f o £  
mada p o r  c ap as  de c e l u l o s a  o r i e n t a d a s  en d i f e r e n t e s  d i r e c -  
c i o n e s  ( l ï l O h l e t h a l ç r ,  1 9 6 7 )  , En l a s  p a r e d e s  de l a s  p l a n t a s  
l e n o s a s  hay ademasy o t r o  c om po ne nt e muy i m p o r t a n t e :  l a  l i g n ^  
n a .
Un c o m p o r t a m l e n t o  c a r a c t e r l s t i c o  de muchos o r g a ­
n i s m e s  F i t o p a t ô g e n o s ,  es l a  f a c u l t a d  p a r a  p r o d u c i r  una s é ­
r i é  de e n z i m a s  c a p a c e s  de d e g r a d a r  l o s  p o l i s a c a r i d o s  comple^ 
j o s  de l a s  p a r e d e s  c e l u l a r e s  de l a s  p l a n t a s  y l o s  c o n s t i t u -  
y e n t e s  de l a s  membranes ( B a t e m a n  y M i l l a r ,  1 9 6 5 ;  Wood, 1 95 7  
y 1 9 7 3 ;  A l b e r s h e i m  y c o l . ,  1 9 6 9 ;  P o r t e r ,  1 9 6 6 ;  Tse ng  y B a t £  
man,  1 9 6 0 ) .  P o r  l o  g e n e r a l ,  e s t a s  e n z i m a s  se p r o d u c e n  i n d u £  
t  i v a m e n t c ,  son e x t r a c e l u l a r e s ,  muy e s t a b l e s  y e s t a n  p r é s e n ­
t e s  en t e j i d o s  i n f e c t a d o s  ( B a t e m a n  y Basham,  1 9 7 6 ) .
En l a  a u t ô l i s i s  de hongos f i l o m e n t o s o s ,  ha s i d o  
c om pr o ba do ,  gue e s t e s  p r o d u c e n  e n z i m a s  l i t i c a s  que l e  son -  
n e c e s a r i a s  p a r a  d e g r a d a r  l o s  p o l I m e r o s  de sus p r o p i a s  p a r e ­
des c e l u l a r e s .  E s t e  nos h i z o  p e n s a r  en l a  p o s i b i l i d a d  de 
que l o s  hongos F i t o p a t o g e n o s  p r o d u j e r a n  d u r a n t e  su a u t o l i -  
s i s ,  ademas de l a s  e n z i m a s  l i t i c a s  n e c e s a r i a s  p a r a  d e g r a d a r  
sus p r o p i a s  p a r e d e s ,  l a s  e n z i m a s  l i t i c a s  p a r a  d e g r a d a r  l a s  
p a r e d e s  c e l u l a r e s  de l a  s p l a n t a  s que p a r a s i t a n .
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De a c u e r d o  con e s t e  p o s t u l a d o ,  l a  p r é s e n t a  i n v e s t i g a c i ô n  se
ha p l a n i f i c a d o  de l a  s i g u i e n t e  m a n e r a :
1 . -  E l e c c i â n  de un hongo f i t o p a t ô g e n o  que p o r  su v i r u l e n c i a  
t e n g a  i n t e r é s  en l a  E c o n o m î a .
2 . -  E s t u d i o  de su a u t  61 i s  i s  n a t u r a l ,  c o n s i d e r i n d o  t e r m i n a d o  
e s t e  p r a c e  s o ,  c ua n d o  no h a ya  v a r i a c i o n  en e l  p e s o  s e co  
d e l  m i c e l i o  con e l  t i e m p o  de i n c u b a c i o n .
3 . -  V a r i a c i d n  de l a s  a c t i v i d a d e s  de l a s  e n z i m a s  l l t i c a s  i m -  
p l i c a d a s  en l a  d é g r a d a c i 6n de l a s  pa r e d e s  c e l u l a r e s  
d e l  h o n g o , d u r a n t e  su a u t  61 i s  i s .
4 . -  V a r i a c i o n  de l a s  a c t  i v i d a d e s  de l a s  e n z i m a s  l i t i c a s  que 
p u e da n  a c t u a r  s o b r e  l a s  p a r e d e s  c e l u l a r e s  de l a s  p l a n ­
t a s ,  d u r a n t e  l a  a u t o l i s i s .
5 . -  A c t u a c i ô n  d e l  comp l e  j o  l i t i c o  e n z i m a t i c o , o b t e n i d o  de 
c u l t i v e s  a u t o l i z a d o s ,  s o b r e  l a s  p a r e d e s  d e l  h o n g o .
6 . -  A c t u a c i ô n  d e l  compl e  j o  l i t i c o  e n z i m ô t i c o ,  o b t e n i d o  de 
c u l t i v e s  a u t  o l  i z a d o s ,  s o b r e  l a s  h o j a s  y e l  t a l l o  de p laja  
t a s  de j u d l a .
7 . -  l ï l a c e r a c i ô n  de t e j i d o s  v e g e t a l e s  con e s t e  c o m p l e j o  e n z i -  
mat i c o .
8 . -  L o c a l i z a c i ô n  h i s t o q u l m i c a  de l a  p - N - a c e t  i l g l u c o s a m i n i d a ^  
sa ( h i d r o l i z a  o l i g ô m e r o s  de N - a c e t i l g l u c o s a m i n a )  a l  m i -  
c r o s c o p i o  ô p t i c o  y a l  e l e c t r ô n i c o .
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B o t r y b i s  c i n e r e a . -
La-s c a r a c t e r i s t i c a s  g é n é r a l e s  que p r é s e n t a  e s t a  -  
e s p e c i e ,  e s t a n  e x t r a i d a s  de l a  b i b l i o g r a f î a  e x i s t a n t e ;
G e l a ,  1 9 6 5 ;  W e b s t e r ,  1 9 7 0 ;  y Domsch,  1 9 7 2 .
E s t e  hongo p e r t e n e c e  a l o s  d e n o m i na d os  "Hongos im 
p e r f e c t o s " .  Se e n c u e n t r a  d e n t  r o  d e l  o r d e n  de l o s  H i p h o m y c e -  
t e s  y de l a  f a m i l i a  l Y l u c ed i na c ea e .
Los hongos i m p e r f e c t o s ,  no t i e n e n  a s c a s  n i  b a s i -  
d i o s .  En p a r t e  p ue de n  c o n s i d i  r a r s e  f o r m a s  c o n i d i a l e s  de l o s  
Ascom i c e t  os ; as I  B ' o t r y t i s  c i n e r e a  se c o n s i d é r a  que t i e n e  -  
l a  f o r m a  c o n i d i a l  de S c i e r o t  i n i a  f u c k e l i a n a  ( a t a c a  l o s  r a c £  
mos de uuas y e s t  r  opea e l  g r a n o ;  a u e ce s  no r é s u l t a  t a n  pejr 
j u d i c i a l  p o r q u e  p r o u o c a  c i e r t a  p é r d i d a  de a g u a ,  f a c i l i t a n d o  
l a  f e r m e n t a c i o n  n o b l e ) .  T a m bi é n  p ue de n  cons i d e r a r s e  como 
f o r m a s  m i c é l i c a s  de p os i c  i ô n  s i s t e m â t i c a  d e s c o n o c i d a .  Muchos  
de e l l o s  se m u l t i p l i c a n  e x c l u s i v a m a n t e  p o r  o i d i o s ,  c o n i d i o s ,  
o c o n i d i o s p o r a s ,  s i n  p r e s e n t a r  o r g a n o s  s e x u a l e s  p u r  o s . Se -  
ha c o n s i d e r a d o ,  que l a  may or  f a  de e s t e s  hongos son f o r m a s  -  
m e t a g e n e t i c a s  de o t  r o s  hongos p e r f e c t o s ,  que en d e t e r m i n a -  
dos moment os de su c i c l o  d e s a r r o l l a n  a s c a s  o b a s i d i o s .
E l  o r d e n  H i p h o m y c e t e s  f o r m a  e l  g r u p o  môs numeroso  
d e n t r o  de l o s  hon go s i m p e r f e c t o s .
La f a m i l i a  M u c e d i n a c e a e , p os ee  c o n i d i o s p o r a s  s e p £  
r a d a s  e n t r e  s i ,  l o  mismo que l a s  h i f  a s . En l a s  p o r c i o n e s  
t e r m i n a l e s ,  a v e c e s  se f o r m a n  o i d i o s p o r a s .  Las h i f a s  s u e l e n  
se r  h i a l i n a s  o p ô l i d a s  a unque a v e c e s  p ue de n  e n c o n t r a r s e  t £  
h i d a s ,  a i  i q u a l  que l o s  c o n i d i o s  o c o n i d i o s p o r a s .
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B o t r y t i s  c i n e r e a , se d e s a r r o l l a  s o b r e  l a s  p a r t e s  
v e g e t a l e s  en d e s c o m p o s i c i ô n .  E l  m i c e l i o  pue de  p r o d u c i r  f o r ­
mas e s c l e r 6 t i c a s . Pue de  a t a c a r  t o m a t e ,  l e c h u g a ,  f r e s a s ,  c e -  
r e z o s ,  u i f Sas,  a v e n a . . .  Sus c o n i d i o s p o r a s  son de p a r e d e s  f i ­
n e s ;  f o r m a  c o n i d i o s  m u l t i n u c l e a d o s  de f o r m a  e l i p t i c a  y t a m ­
b i é n  m i c r o c o n i d i o s .
La t e m p e r a t u r e  a l a  que c r e c e  e s t e  hongo es de 22 
a 2 5 9 C . E l  r a n g o  de pH se e n c u e n t r a  e n t r e  2 y 8 .  Es uno de 
l o s  hongos de ma yo r  a c t i u i d a d  p e c t o l l t i c a ;  en  e l  se ha d e -  
m o s t r a d o  l a  p r e s e n c i a  de g a l a c t u r o n a s a s ,  m e t i l e s t e r a s a s  y -  
t r a n s e l i m i n a s a s .
S i  c r e c e  on una a t m o s f e r a  b a j a  e n  se c o m p o r t a  
como una e s p e c i e  a u t o t r ô f i c a .
Como p r o d u c t o s  m e t a b 6 1 i c o s  p r o d u c i d o s  p o r  e s t e  
hongo se c o n o c e n :  é c i d o  o x é l i c o ,  una p r o t e i n a  de b a j o  Pm, -  
u r e a ,  t i o u r e a ,  p h i t o t o x i n a s ,  e t c .
/ /
MATE RI ALE s .  lïlETODOS Y PARTE EXPERIMENTAL
18.
lyiICRORGANISIÏlO EMPLEAOÜ
E l  m i c r o o r g a n i s m o  e m p l e a d o  Fué e l  B o t r y t i s  c i n e r e a  
donado p o r  e l  D r ,  Juan A n t o n i o  L e a l  d e l  I n s t i t u t e  de I n m u n o -  
l o g i a  d e l  C e n t r o  de I n v e s t i g a c i o n e s  B i o l o g i c a s  d e l  C . S . I . C ,
E s t e  m i c r o o r g a n i s m o  se m a n t e n f a  en e l  l a b o r a t o r i o  
m e d i a n t e  r e s i e m b r a s  en t u b o s  de a g a r  m a l t a  i n c l i n a d o s .
PREPARA CI  ON DEL INCICULO
Una v e z  que l o s  c u l t i v e s  i n c l i n a d o s  h a b l a n  c r e c i d o  
c o n v e n i e n t e m e n t e  ( d e  12 a 15 d l a s ) , se p r e p a r a b a  una s u s p e n ­
s i o n  de e s p o r a s  y m i c e l i o  en c o n d i c  i o n e s  e s t e r  l i e s ,  a H a d i e n -  
do 10 ml  de agua d e s t i l a d a  e s t é r i l ,  F r o t a n d o  l i g e r a m e n t e  l a  
s u p e r f i c i e  d e l  c u l t i v e  con e l  a s a  de s i e m b r a .  Los m a t r a c e s  -  
f u e r o n  i n o c u l a d o s  con 1 ml de e s t a  s u s p e n s i o n .
PREPARACION DEL ITIEUIG DE CULTIVO
E l  me d i o  de c u l t i v e  e m p l e a d o  t i e n e  l a  s i g u i e n t e  
c o m p o s i c i ô n :
G l u c o s a  ..........................................................................  10  g / l .
T a r t r a t o  a m ô n i c o  ................................................ 2 g / l .
PO^H^K .................................. 1 g/l.
SO^Mg.TH^O ................................................................  0 , 5  g / l .
CIK ...................................................................................  0 , 5  g / l .
E x t r a c t o  de l e  va d u r a  ....................................  1 g / l .
E l e m e n t o s  t r a z a  ..................................................  1 m l / l .
A s i m i s m o ,  l a  s o l u c i ô n  de e l e m e n t  os t r a z a  e s t a  com-
p u e s t a ;
B^O^ Na^ . l OH^ O ........................................................  l O O m g / l .
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SO^Zn.VH^O .............................................................  70  m g / l .
S O^Fe. 7HgO .............................................................  50  m g / l .
SO^Cu.  5H^0 .............................................................  10 m g / l .
SO^IYIn.AHgO   10 m g / l .
mo ^ O ^ ^ ( NH ^ ) g . 4 H gO  ..........................................  10 m g / l .
P a r a  p r e p a r a r  e s t e  m e d i o ,  se d i s u e l u e  l a  g l u c o s a  -  
en agua d e s t i l a d a ,  y a c o n t  i n u a  c i o n  se d i s u e l u e n  t o d a s  l a s  -  
s a l e s  con e x c e p c i ô n  d e l  PO^H^K, que se a na de  d i s u e l t o  y en -  
u l t i m o  l u g a r ,  p a r a  e v i t a r  p r e c i p i t a c i o n e s . A l a  m e z c l a  se l e  
ai iade l a  s o l u c i ô n  de e l e m e n t o s  t r a z a .  F i n a l m e n t e  se c o m p l e -  
menta  h a s t a  un l i t r p  con agua d e s t i l a d a .  E l  pH d e l  m e d i o  e r a  
de 5 , 5 .
E 5 T E R I L I Z A C I 0 N  DEL MEDIO
E l  m ét od o  e m p l e a d o  f u é  e l  de t y n d a 1 i z a c i o n ,  e l  c u a l  
c o n s i s t e  en s o m e t e r  e l  m ed i o  de c u l t i v o  c o n t e n i d o  en l o s  ma­
t r i c e s ,  a una c o r r i e n t e  de v a p o r  d u r a n t e  m e d i a  h o r a ,  t r e s  
d i a s  c o n s é c u t i v e s .
METQÜO UE CULTIVO
Los m a t r a c e s  u t  i l i z a d o s , t e n i a n  100  ml de cap a c i -  
dad y c o n t e n l a n  20 ml  d e l  me d i o  de c u l t i v o  d e s c r i t o .  Una vez  
e s t e r i l i / a d o s  , a r a n  i n o c u l a d o s  e i n c u b a d o s  en e s t u f a ,  ma£ 
ca S e l e c t a ,  a una t e m p e r a t u r a  de 25@C, con un ma r ge n  de 0 , 5 ?  
C. T r a n s c u r r i d o  un p e r i o d o  de t i e m p o  c o n v e n i e n t e  y a i n t e r ­
v a l e s  r e g u l a r e s ,  se p r o c e d i a  a l a  toma de m u e s t r a .
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DETERITIINACION DE AZUCARE3 REUUCTURE] LIUXC3 EN LL L I l l ü I D O  
DE C U L T I V O .
l ï létodo de Somogyi  ( 1 9 4 5 )  en c o m b i n a c i ô n  con e l  mé-  
t o d o  de N e l s o n  ( 1 9 4 4 ) .
F un da me nt  o . -
E s t e  m e t o d o  se basa en l a  o x i d a c i ô n  de é z u c a r e a  y 
s u s t a n c i a s  r e d u c t o r a s  m e d i a n t e  c om p ue s to s  o r g a n i c o s  c û p r i c o s  
en s o l u c i ô n  a l c a l i n e .
Las s u b s t a n d i a s  r e d u c t o r a s  son o x i d a d a s  p o r  e l  ------
SO^Cu, e l  c u a l  se r e d u c e  a ô x i d o  de c o b r e ,  r o j o ,  que r e a c c i £
na con e l  r e a c t i v e  N e l s o n ,  f o r m a n d o  un c o m p l e j o  de ,c o l o r ------
a z u l . La i n t e n s i d a d  de c o l o r  d e pe nd s de l a  c a n t  i d a d  de c o b r e  
r e d u c i d o ,  o l o  que es l o  mismo,  de l a  c a n t  i d a d  de s u b s t a n c i -  
as r e d u c t o r a s  e x i s t e n t e s .
E s t e  c o l o r  se mide e s p e c t r o F o t o m é t r i c a m e n t e  a 5 4 0  
nm. y d i c h a  l e c t u r a  se compara con l a  de un p a t r ô n  de g l u c o ­
sa de c o n c e n t r a c i ô n  c o n o c i d a .
E s t e  m e t o d o  r e u n e  l a s  s i g u i e n t e s  v e n t a j a s :
1) Es s u f i c i e n t e m e n t e  a l c a l i n e  p a r a  l a  d e t e r m l n a - -  
c i ô n  de l a  m a l t  osa y ot  r o s  a z ô c a r e s  de poqueha  
a c t  i v i d a d .
2)  Los r é a c t i v é s  son e s t a b l e s .
3)  Puede usa r s e  e n t r e  l i m i t e s  muy a m p l i o s ,  desde -  
10 m i c r o g r a m o s  h a s t a  3 0 0  m i c r o g r a m o s  de g l u c o s a  
u o t r a s  s u b s t a n c i a s  de E q u i v a l e n t e  p o d e  r  r e d u c -  
t o r .
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Rea c t  i v Q s . -
R e a c t i v e  a l c a l i n e  de S omo gy i ;
1 5)  24 gramos de c a r b o n a t o  s ô d i c o  a n h i d r o ,  mas 12 g r a -  
mos de t a r t r a t o  s ô d i c o  p o t a s i c o  ( s a l  de R o c h e l l e )  
se d i s u e l v e n  en 2 5 0  m l .  de agua d e s t i l a d a .
2 5 )  4 gramos de s u l f a t e  c u p r i c o  h i d r a t a d o  ( 5 H^O) se 
d i s u e l v e n  en 40  m l .  de agua d e s t i l a d a .  A c e n t  i n u a -  
c i ô n ,  se a g r e g a  a g i t a n d o ,  l a  p r i m e r a  s o l u c i ô n .
3 5 ) So br e e s t a  m e z c l a ,  se aHa de n l e n t a m e n t e  15 gramos  
rie b i c a r b o n a t e  s ô d i c o .
4 5 ) 180  gramos de s u l f a t e  s ô d i c o  a n h i d r o  se d i s u e l v e n  
en 5 0 0  m l .  de agua d e s t i l a d a  c a l i e n t e  y se h i e r v e  
p a r a  e x p u l s e r  e l  a i r e .  Una v ez  que se e n f r i a ,  se -  
l e  a h a d e  l a  m e z c l a  a n t e r i o r  y se c o m p l é t a  e l  v o l u -  
men h a s t a  1 0 0 0  m l .  con agua d e s t i l a d a .  E l  p r e p a r a -  
do se de j a  en l a  o b s c u r  i d a d  a 3 OQC, y a l  c abo de -  
una semana se f i l t r a  y se g u a r d a  en f r a s c o  t o p a c i o .
R é a c t i v é  de N e l s o n ;
1 5 ) A 25 gramos de m o l i b d a t o  a m ô n i c o ,  d i s u e l t o s  en ------
4 5 0  m l .  de a gua d e s t i l a d a ,  se a n a d e n  c u i d a d o s a m e n -  
t e  21 m l .  de ô c i d o  s u i f û r i c o  c o n c e n t r a d o ,  a g i t a n d o  
a l  mismo t i e m p o .
2 5 )  Se d i s u e l v e n  3 gramos de a r s e n i a t o  s ô d i c o  en 25 m l .  
de a gua d e s t i l a d a .  A o o n t i n u a c i ô n ,  se m e z c l a n  a m - -  
bas s o l u c i o n e s  y e l  p r e p a r a d o  r é s u l t a n t e  se g u a r d a  
en l a  e s t u f a  a 375C d u r a n t e  48 h o r a s .  Una v ez  t r a n £  
c u r r i d o  e s t e  t i e m p o ,  e l  r e a c t  i \ / o  se g u a r d a  en f r a s ­
co t o p a c i o .
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P r o c e d i m i e n b o . -
Una c a n t  i d a d  c o n o c i d a  de l i q u i d e  p r o b l e m a ,  se l l e -  
va h a s t a  1 m l .  con a gua d e s t i l a d a ,  y se a na de  1 m l .  de r é a c ­
t i v a  de S o m o g y i .  Se a g i t a  y se c a l i e n t a  a l  baOo m a r i a ,  d e j a £  
d o l o  h e r v i r  d u r a n t e  15 m l n u t o s .  A c o n t  i n u a c l ô n  se e n f r i a  y -  
se a g r e g a  1 m l .  de r e a c t i v e  N e l s o n .  Se a g i t a  de n ue vo  y se -  
c o m p l é t a  e l  v o l ume n h a s t a  15 m l .  con agua d e s t i l a d a .  E l  c o - -  
l o r  que a p a r e c e  en l o s  t u b o s  p e r m a n ec e a s t a b l e  d u r a n t e  h o r a s .  
La a b s o r c i ô n  se mi de  en  un e s p e c t r o f o t ô m e t r o  U n i ca m ,  m o d e l o  
S P 5 0 0 ,  a una l o n g i t u d  de onda de 5 4 0  nm. E s t e  met  odo t a m - -  
b i é n  se u s6  r e d u c i e n d o  a un q u i n t e  cada uno de l o s  v o l û m e n e s  
t o t a l e s .
Como e l  d e s a r r d l l o  d e l  c o l o r  depends de v a r i e s  f ajç  
t o r e s ,  t a i e s  como e l  t i e m p o  y l a  i n t e n s i d a d  de c a l e n t a m i e n t o  
es c o n v e n i e n t e  a s e g u r a r s e  que e s t e s  han s i d o  c o r r e c t e s .  P a r a  
e l l e ,  a l  mismo t i e m p o  que se r e a 1 i ^ a  e l  e n s a y o  con e l  p r o b l £
ma, se h a ce  t a m b i e n  con un p a t r ô n  de g l u c o s a  y se l l e v a n  ------
b l a n c o s  de r e a c t i v e  y de p r o b l e m s .
S o l u c i ô n  p a t r ô n  de g l u c o s a . -
Se p r é p a r a  una s o l u c i ô n  1 mlï) de g l u c o s a  A n a l a r . Pa_ 
r a  e l l e  se d i s u e l v e n  1 0 , 0  mg. de e s t e  cornpuest  o y se l l e v a n  
a 100  m l .  con agua d e s t i l a d a  en m a t r a z  a f o r a d o .  Se c o n s e r v a  
c o n g e l a d o  en n e v e r a .  Cuando es n e c e s a r i o  e l  p a t r ô n  de g l u c o ­
sa SB d i s u e l v e  en e l  tampôn a d e c u a d o .
C u rv a  p a t r ô n  de g l u c o s a . -
A p a r t i r  de l a  s o l u c i ô n  p a t r ô n  de g l u c o s a ,  c uy a  - -  
p r e p a r a c i ô n  se a c a b a  de d e s c r i b i r ,  se t o m i n  d i s t i n t o s  v o l û m £  
nés y se c o m p l e t a n  con agua d e s t i l a d a  h a s t a  1 m l . ,  s i g u i e n d o
23.
a c o n t i n u a c i ô n  e l  m é t o d o  i n d i c a d o .
La c u r v a  p a t r o n  se r e p r e s e n t s  q r â f i c a m e n t e  l i e  v a n -  
do en a b s c i s a s  l a s  d i s t i n t a s  c o n c e n t r a c i o n e s  de g l u c o s a  t om£  
das y en o r d e n a d a s  l a s  u n i d a d e s  de a b s o r c i ô n  o b t e n i d a s  a l  - -  
l e e r  a l a  l o n g i t u d  de onda de 5 4 0  nm. ( F i g . l )
V ol um en  ( m l )  C d n c e n t r a c i ô n  ( y ^ mo l es )  L e c t u r a  ( U . A . )
0 ,  05 0 , 0 5 0 ,  0 60
0 . 1 0 , 1 0 , 0 8 2
0 , 2 0 , 2 0 , 1 6 0
0 , 3 0 , 3 0 , 2 3 0
0 , 4 0 , 4 0 , 2 9 0
0 , 5 0 , 5 0 , 3 6 0
0 , 6 0 , 6 0 , 4 4 0
0 , 7 0 , 7 0 , 4 9 5
0 ,  0 0,  8 0 , 5 4 5
0 , 9 0 , 9 0 , 6 2 5
1 , 0 1 , 0 0,  6 90
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DETERiYIINACIDN DE PRDTEINf lS EN ZL L IQUI DO UE CULTIVO
Met  odo de Louiry y c o l .  ( 1 9 5 1 ) .
R e a c t  i v o s  e m p l e a d o s . -
-  R e a c t I v o  A:  CO^Na^ a l  2% en NaOH 0 , 1  N.
-  R e a c t  i u o  0; SG^Cu,  5 H^O a l  0,5'/'$.
-  R e a c t i u o  0 * :  T a r t r a t o  s ô d i c o  p o t a s i c o  a l  1%,
-  Rea c t  i V o  C : S o l u c i ô n  a l c a l i n a  de c o b r e .  5e m e z c l a n  50  m l .
de r e a c t i v o  A con 0 , 5  m l .  de r e a c t i u o  0 y 0 , 5  
m l .  de r e a c t  i v o  0 * .
-  R e a c t i u o  0 : R e a c t  i v o  de F o l i n - C i o c a l t e a u  ( 1 9 2 9 )  d i l u i d o  - -
( 1 : 1 )  con agua d e s t i l a d a .
P r o c e d i m i e n t o . -
Tomando d i s t i n t o s  v o l û m en e s d e l  I f q u i d o  p r o b l e m a  -  
se c o m p l e t a n  a 0,6 m l .  con agua d e s t i l a d a .  A c o n t i n u a c i ô n  se
aMaden 3 m l .  de r e a c t  i v o  C y se d e j a n  l o s  t u b o s  en e s t u f a  a
37SC d u r a n t e  20 m i n u t e s .
Una v ez  t r a n s c u r r i d o  e s t e  t i e m p o  se a d ad e  a c ada  -  
t u b e  0 , 3  m l .  d e l  r e a c t  i v o  F o l i n - C i o c a l t e a u  d i l u i d o  ( 1 : 1 )  con  
agua d e s t i l a d a .  Los t u b o s  se ponen a i n c u b a r  do n ue vo  en e s ­
t u f a  a 37") C d u r a n t e  3 0  m i n u t e s .  La dens i d a d  ô p t i c a  se l e e  en  
e l  e s p e c t r o f o t ô m e t r o  a una l o n g i t u d  de onda de 6 60  nm.
En cada d e t e r m i n a c i o n  de p r o t e i n a s ,  se c o l  oca un -  
t u b o  p a t r o n , c o n  una ca n t  i d a d  d e t e r m i n e  da de l a  s o l u c i ô n  p a - -  
t r o n  de p r o t e i n a s ,  j u n t o  con e l  t u b o  de b i a n c o  de r e a c t i v e .
S o l u c i ô n  p a t r ô n  de p r o t e i n a s . -
Se p r é p a r a  una s o l u c i ô n  p a t r ô n  de a l b û m i n a  b o v i n a  
c r i s t a l i z a d a  ( A r m o u r ,  C h i c a g o ,  U . S . A . ) ,  que c o n t e n g a  1 m g / ml ,
26.
P a r a  a l i o  se p es a n 1 00  mg. de a l b û m i n a  b o v i n a  y se d i s u e l v e n
y l l e v a n  a 100  m l .  con agua d e s t i l a d a .
La s o l u c i ô n  a s f  p r e p a r a d a , se c o n s e r v a  c o n g e l a d a  -
en n e v e r a .
C u rv a  p a t r ô n  de p r o t e i n a s . -
A p a r t i r  de l a  s o l u c i ô n  p a t r ô n  de a l b û m i n a  b o v i n a
a n t e r i o r ,  se toman d i s t i n t o s  v o l û m e n e s  y se p r o c é d a  como se
ha d e s c r i t o  en  e l  m é t o d o .
R e p r e s e n t a n d o  g r é f i c a m e n t e  en a b s c i s a s  l a s  d i s t i n ­
t a s  c o n c e n t r a  c i o n e  s de a l b û m i n a  t o m a d a s ,  y en o r d e n a d a s  l a s  
u n i d a d e s  de a b s o r c i ô n  o b t e n i d a s ,  r e p r e s e n t a m o s  l a  c u r v a  p a - -  
t r ô n  de p r o t e i n a s .  ( F i g . 2 ) .
Vol umen ( m l )  C o n c e n t r a c i ô n  (xJq. )  L e c t u r a  ( U . A . )
0 , 0 5 50 0 , 3 9
0 , 1 0 100 0 , 5 2
0 , 1 5 1 5 0 0 , 6 4
0 , 2 0 2 00 0 , 0 0
0 , 2 5 2 5 0 0 , 9 7
0 , 3 0 3 0 0 1 , 0 5
0 , 4 0 4 00 1 , 3 4
0 , 5 0 5 0 0 1 , 5 7
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j PREPARACION DE SOLUCIONES TAIÏIPÜN
I Tampôn de Ci t  r a t o - F o s F a t o - B o r a t o . -
I T e o r e l l  y S t e n h a g a n  ( 1 9 3 0 ) .  U a l i d o  p a r a  un r a n g o
I da pH e n t r e  2 y 12 u n i d a d e s .
R e a c t i u o s  e m p l e a d o s ;
-  S o l u c i ô n  A; Se p e s a n  7 gramos de r f c i d o  c i t r i c o  h i d r a t a d o  y 
sa d i s u e l v e n  en 1 00  m l .  da agua d e s t i l a d a .  P o r  ot  r o  l a  do
I se d i s u e l v e n  en 1 00  m l .  de é c i d o  f o s f ô r i c o  a l  85% an 100
m l .  da agua d e s t i l a d a  y se a n a d e n  a l a  s o l u c i ô n  a n t e r i o r .
A e s t a  m e z c l a  se l e  a g r e g a  n 3 , 5 4  gramos de é c i d o  o r t o b ô r i -  
co c r i s t a l i z a d o  y 3 4 3  m l .  da una s o l u c i ô n  de NaOH 1 N . d l -  
l u y e n d o  e l  t o t a l  h a s t a  1 l i t r o  con agua d e s t i l a d a .
-  S o l u c i ô n  B:  A c i d o  c l o r h i d r i c o  0 , 1  N.
P a r a  o b t a n e r  l a  s o l u c i ô n  t amponada a d i s t i n t o s  pH,  
se m a p c l a n :  20 m l .  de l a  s o l u c i ô n  A con X m l .  da l a  s o l u c i ô n  
B, l i a v é n d o s e  a 1 0 0  m l .  con agua d e s t i l a d a .  La c a n t  i d a d  X - -  
v i e n e  dada en l a s  t a b l a s  ( T a b l a s  c i e n t i f i c a s - D o c u m e n t a  G e i g y
3 . R .  G e i g y ,  S . A . ,  O a s i l e a ,  S u i z a ,  1 9 6 5 ) .
P a r a  o b t a n e r  e l  t ampôn de pH 5 , 5  y m o l a r i d a d  50 mlïl 
se m e z c l a n  20 m l .  de l a  s o l u c i ô n  A con 42 m l .  da l a  s o l u c i ô n  
I B y se l i e  va a lOC m l .  con agua d e s t i l a d a ,  comproba ndo e l  pH
en un m a d i d o r  e l é c t r i c o  da pH ( B e c k m j n ,  mo i ie l o  " Z a r o m a t i c ------
S . S . 3 " ) .  S i  a l  pH no s a l e  exa e t  o,  se c o r r i g e  con una pequet ia  
a d i c i ô n  de l a  s o l u c i ô n  A o B s egu n l o s  ca s o s , p a r a  o b t e n e r  
e l  pH d a s e a d o .  P a r a  o b t e n e r  l a  s o l u c i ô n  5UmlT1, l l e v a m o s  l a  - -  
! m e z c i a  a 2 0 0  m l .  con agua d e s t i l a d a .
29,
Tampon de Bora  t o  de C l a r k  y L u b s . -  ( 1 9 1 7 )
V/él i tJo p a r a  un r a n g o  de pH e n t r e  7 , 8  y 1 0 , 0  u n i d a ­
des .
-  S o l u c i ô n  A: A c i d o  b ô r i c o  0 , 1  lYI en c l o r u r o  potâs_i  
co 0 , 1  lYI ( 6 , 2  gramos de BO^H^ y 7 , 4 6  gramos de -
ClK en 1 l i t r o  de a gu a d e s t i l a d a ) .
-  S o l u c i ô n  B ; H i d r ô x i d o  s ô d i c o  0 , 1  N .
P a r a  o b t e n e r  un pH de 9 , 8  me zc l amo s  50 m l .  de l a  -
s o l u c i ô n  A con 4 0 , 8  m l .  de l a  s o l u c i ô n  B, c o m p l e t a n d o  a 100
m l .  con a gua d e s t i l a d a .
Tampôn A c e t  a t  o de U l a l p o l e . -  ( 1 9 1 4 )
V / â l i d o  p a r a  un r a n g o  de pH e n t r e  3 , 6  y 5 , 6  u n i d a - -
d e s .
-  S o l u c i ô n  A;  A c i d o  a c e t  i c o  0 , 2  ITt. ( 12 gramos de
a c i d o  a c é t i c o  en  1 l i t r o  de a gu a d e s t i l a d a  o 1 1 , 4
m l .  p o r  l i t r o  de a g u a ) .
-  S o l u c i ô n  B : A c e t a t o  s ô d i c o  0 , 2  lïl. ( 1 6 , 4  gramos -  
de a c e t a t o  s ô d i c o  a n h i d r o  en 1 l i t r o  de agua d e^  
t i l a d a  o 2 7 , 2  gramos de a c e t a t o  s ô d i c o  con 3 mo-  
l é c u l a s  de a g u a ) .
P a r a  o b t e n e r  un pH de 5 , 5  se m e z c l a n  6 , 8  m l .  de l a  
s o l u c i ô n  A con 4 2 , 7  m l .  de l a  s o l u c i ô n  B, c o m p l e t a n d o  e l  u o -
l umen h a s t a  1 00  m l .  con agua d e s t i l a d a .  La c o n c e n t r a c i ô n  que
p os ee  e s t e  t ampôn a s i  p r e p a r a d o  es  de 0 , 1  lïl.
3Ü.
Tampôn de c i t r a t o  de S o r e n s e n . -
U é l i d o  p a r a  un r a n g o  de pH e n t r e  5 y 6 , 8  u n i d a d e s .
-  S o l u c i ô n  A:  C i t r a t o  d i s ô d i c o  0 ,  1 lïl ( 2 1  gramos de 
é c i d o  c i t r i c o  en 2 00  m l .  de NaOH 1 N,  d i l u i d o  a -  
un l i t r o .
-  S o l u c i ô n  0 :  H i d r ô s i d o  s ô d i c o  0 , 1  N.
P a r a  o b t e n e r  un pH de 5 , 2 ,  m ez c la mo s  85 m l .  de l a  -  
s o l u c i ô n  A con 15 m l .  de l a  s o l u c i ô n  0 .  S i  e l  pH no s a l e  e x a £  
t o ,  se c o r r i g e  con una pequeHa a d i c i ô n  de l a  s o l u c i ô n  A o B,  
s egu n l o s  c a s o s , p a r a  o b t e n e r  e l  pH d e s e a d o .
Tampôn de f o s f a t o  de S o r e n s e n . -
U é l i d o  p a r a  un r a n g o  de pH e n t r e  5 y 8 , 2  u n i d a d e s .
-  S o l u c i ô n  A:  F o s f a t o  m o n o p o t a s i c o  1 / 1 5  DO ( 9 , 8  g r a ­
mos de PO^H^K en 1 l i t r o  de a gua d e s t i l a d a ) .
-  S o l u c i ô n  B : F o s f a t o  d i s ô d i c o  1 / 1 5  lïl ( 1 7 , 9 3 3  g r a ­
mos de PO^HNa^ en 1 l i t r o  de agua d e s t i l a d a .
P a r a  o b t e n e r  un pH de 7 , 3  u n i d a d e s ,  m ez c l a m o s  90 ml  
de s o l u c i ô n  B, c o n 10 m l .  de s o l u c i ô n  A.
P a r a  o b t e n e r  un pH de 7 , 4  u n i d a d e s ,  m e z c l a mo s  91 ml  
de s o l u c i ô n  B, con 9 m l .  de s o l u c i ô n  A.
P a r a  o b t e n e r  un pH de 7 , 6  u n i d a d e s ,  m ez c l a m o s  94 ml  
de s o l u c i ô n  B , con 6 m l .  de s o l u c i ô n  A.
S i  e l  pH no s a l i e r a  e x a c t o ,  se c o r r i g e  con una p e - -  
quePla a d i c i ô n  de s o l u c i ô n  A,  o B, segûn 1ns c a s o s ,  p a r a  o b t e ­
n e r  e l  pH d e s e a d o .
31.
Tampon de P a l a d e . -
E s t e  t am pô n c o n s t a  de 3 s o l u c i o n e s  en d i s t i n t a s  
p r o p o r c i o n e s :
S o l .  a ) A c e t a t o  s ô d i c o ..............  0 ,  14 (H.
A c e t a t o  s ô d i c o .................  1 ,  904  g.
Agua d e s t i l a d a .................  1 0 0  c . c .
S o l .  b ) S o l u c i ô n  de v e r o n a l  s ô d i c o .
U e r o n a l  s ô d i c o ..............  2 , 5 6  g .
Agua d e s t i l a d a   ............ 1 00  c . c .
S o l .  C) CIH ................................    0 , 1  N.
E l  t ampôn se o b t i e n e  m e z c l a n d o :
10 c . c .  de s o l u c i ô n  A.
10 c . c .  de s o l u c i ô n  B.
10 c . c .  de s o l u c i ô n  C.
20 c . c .  de a gua d e s t i l a d a .
32.
VALÜRACION UE ENZIMAS EN EL LI QUI DO üE CULTIVO
y B - N - A c e t i l q l u c o s a m i n i d a s a . -  (E . C . 3 . 2  . 1 . 3 0 )
( p - 2 - a c e t a m i d o - 2 - d e Q x i - D - g l u c ô s i d o  a c e t a m i d o  d e - -  
o x i - h i d r o l a s a )  . H i d r o l i z a  l o s  p - f e n o l - 2 - a c e t a m i r J o - 2 - d e o x i - ^ -  
D - g l u c ô s i d o s  en f e n o l ,  mas 2 - a c e t ami d o - 2 - d e o x i - D - g l u c o s a .
l ï létodo do l U o l l e n  ( 1 9 6 1 ) .
R e a c t  i v o s  e m p l e a d o s ;
-  Tqmpôn de C l a r k  y Lubs de pH 9 , 8 .
-  Tampôn de c i t r a t o - F o s f a t o - B o r a t o  de pH 5 , 5 .
-  S u s t r a t o .
P r e p a r a c i ô n  d e l  s u s t r a t o  de l a  P - N - a c e t i l q l u c o s a m i -
n i d a s a . -
Se p r é p a r a  una s o l u c i ô n  0 , 4 5  mlïl, p a r a  l o  c u a l  se -  
p es a n  1 5 , 2  mg. de p - n i t r o f e n i l - 2 - a c e t a m i d o - 2 - d e o x i - p - 0 - g l u c £  
p i r a n ô s i d o ,  de f o r m u l a  e m p i r i c a  (^24^18^2^8 ^ P®®° m o l e c u l a r  
3 4 2 , 3 0 ,  se d i s u e l v e n  en 1 00  m i .  de t ampôn c i t r a t o - f o d f a t o - b ^  
r a t o  de pH 5 , 5  50  mlïl. E s t e  s u s t r a t o  se c o n s e r v a  c o n g e l a d o  y 
en f r a s c o  t o p a c i o .
La a c t  i v i d a d  de l a  enz ima se s i n u e  p o r  l a  h i d r ô l i -  
s i s  d e l  p - n i t r o f e n o l - 2 - a c e t a m i d o - 2 - d e o x i - p - 0 - g l u c o p i r a n ô s i d o .
Una u n i d a d  de a c t  i v i d a d  e n z i m é t i c a  se d e f i n e  como 
l a  c a n t i d a d  de enz ima n e c e s a r i a  p a r a  l i b e r a r  un ^ mo l  de p-n_i  
t r o f e n o l  p o r  m i n u t o .
P r o c e d i m i e n t o . -
0 , i  m l .  d e l  l i q u i d o  de c u l t i v e  con 0 , 9  m l .  de s u s ­
t r a t o ,  se i n c u b a  n a 379C un t i e m p o  d e t e r m i n a d o ,  l l e v a n d o  tam 
b i e n  b l a n c o s  de l i q u i d e  de c u l t i v e  y s u s t r a t o .  La r e a c c i ô n  -
33.
se p a r a  p o r  l a  a d i c i ô n  de 2 m l .  de tampôn de b o r a t o  de C l a r k  
y Lubs de pH 9 , 8  0 , 1  lïl. E l  n i t r o F e n o l  1 i b e  r a  do d e s a r r o l l a  un 
c o l o r  a m a r i l l o ,  l e y e n d o s e  en e l  e s p e c t r o f o t ô m e t r o  a una l o n -  
q i t u d  rie onda de 4 2 0  nm.
P a r a  p o d e r  c a l c u l e r  l a  a e t  i v i d a d  de l a  e nz  i m a , que 
c o r r e s p o n d e  a una d e t e r m i n a d a  l e c t u r a ,  es n e c e s a r i o  ha ce r - -  
p r e v i a m e n t e  una c u r v a  p a t r o n  de p - n i t r o f e n o l .
Cu rv a p a t r o n  de p - n i t r o f e n o l . -
Se p r é p a r a  una s o l u c i ô n  2 mlïl ( 2 7 , 8  mg en 1 0 0  m l .  -  
de agua d e s t i l a d a ) ,  a p a r t i r  de l a  c u a l  se ha ce n d i l u c  i  one s 
p a r a  c u b r i r  un amp l ' io  r a n g o  de c o n c e n t r a  c i o n e s ,  y se r e p r e - -  
s e n t a  g r a f i c a m e n t e ,  l l e v a n d o  en a b s c i s a s  l a s  d i s t i n t a s  c o n - -  
ce nt  ra c i  one s de p - n i t r o f e n o l  t  oma d a s ,  y en o r d e n a d a s  l a s  uni.  
d ad es  de a b s o r c i ô n  o b t e n i d a s .  ( F i g . 3 ) .
S o l u c i ô n  A:  Se toman 0 , 5  m l .  de l a  s o l u c i ô n  de p -  
n i t r o f o n o l  2 mlïl. y se d i l u y e  a 10 m l .  con agua d e s t i l a d a .
S o l u c i ô n  B : 1 m l .  de l a  s o l u c i ô n  2 mlïl. de p - n i t r o ­
f e n o l  se d i l u y e  a 10 m l .  con agua d e s t i l a d a .
S o l u c i ô n  C : 2 m l .  de l a  s o l u c i ô n  2 mlïl de p - n i t r o ­
f e n o l  se d i l u y e n  a 10 m l .  con a gua d e s t i l a d a .
34. .
V ol um en  ( m l ) C o n c e n t r a  d o n  (^imoles) L e c t u r a
A:  0 , 0 5 0,  005 0 , 0 2 0
0 ,  10 0 ,  010 0 ,  060
0 , 2 0 0 , 0 2 0 0 , 1 0 0
0 , 3 0 0,  030 0 , 1 5 5
0 , 4 0 0 , 0 4 0 0,  2 00
0 , 5 0 0 ,  050 0 , 2 8 0
0,  60 0 , 0 6 0 0 , 3 1 0
0 , 7 0 0 , 0 7 0 0 , 3 5 0
0 , 8 0 0 , 0 8 0 0 , 3 9 0
0 , 9 0 0 , 0 9 0 0 , 4 4 0
1 , 0 0 0 , 1 0 0 0 , 5 0 0
B:  0 , 6 0 0 , 1 2 0 0 , 6 1 0
0 , 7 0 0 , 1 4 0 0 , 7 0 0
0 , 8 0 0 ,  160 0 , 7 9 0
0 , 9 0 0 , 1 8 0 0 , 9 2 0
1 , 0 0 0 , 2 0 0 1 ,  000
C:  0 , 6 0 0 , 2 4 0 1 , 2 1 0
0 , 7 0 0 , 2 8 0 1 , 4 0 0
0 , 8 0 0 , 3 2 0 1 , 6 1 0
0 , 9 0 0 , 3 6 0 1 , 8 1 0
1 ,  00 0 , 4 0 0 2 , 0 1 0
0  -7
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36.
Q u i t i n a s a  ( E . C . 3 . 2 . 1 . 1 4 . )
( p - ( l - 4 )  p o l i - N - a C B t 1 1 g l u c o s a m i n i d a s a ) i  H i d r o l i z a  
e n l a c e s  p ~ ( l , 4 ) - a c e t a m i d o - 2 - d e o x i - D - g l u c ô s i d o  en  l a  q u i t i n a  
,y q u i t  o d e x t r  i n a .
La a c t  i v i d a d  de e s t a  e nz  ima se u a l o r a  p o r  l a  l i b e -  
r a c i o n  de N - a c e t i l g l u c o s a m i n a  p r o d u c i d a  a l  h i d r o l i z a r  l a  qu^  
t i n a  c o l o i d a l ,
Una u n i d a d  de a c t  i v i d a d  q u i t i n a s i c a  es l a  c a n t i d a d
de e nz  ima que l i b e r a  1 jumol de N - a c e t  i l g l u c o s a m i n a  p o r  m i n u ­
t o .
R e a c t i v o s  e m p l e a d o s . -
-  S o l u c i ô n  de b o r a t o  s ô d i c o  s a t u r a d a .
-  R e a c t  i v o  de E h r l i c h ;  2 gramos de p - d i m e t  i l  a mi no
b e n z a l d e h i d o ,  d i s u e l t o s  en 100 m l .  de a c i d o  a c é -  
t i c o  g l a c i a l  y 5 m l .  de CIH c o n c e n t r a d o .
-  A c e t  i c o  g l a c i a l .
-  S u s t r a t o :  q u i t  i n a  c o l o i d a l .
O b t e n c i ô n  de l a  q u i t  i n a  de g a m ba s . -  
m ét od o de J e u n i a u x  ( 1 9 6 6 ) .
1 . -  Los c a p a r a z o n e s  de gambas se t i e n e n  un p a r  de h o r a s  l a - -  
v a nd os e  con un d e t e r g e n t e ,  p a r a  e 1 im i na  r  l a s  p a r t i c u l a s  
r e s  i d u a l e s .
2 . -  Se l a v a  n v a r i a s  v e c e s ,  p o r  c e n t r i f u g a c i ô n ,  con agua d e s ­
t i l a d a  h a s t a  e 1 im i n a  r  c o m p l e t  a mente  e l  d e t e r g e n t s .
3 . -  Se t  r a t a  con CIH 1 N . ,  a g r e g a  ndo poco a poco y con a gi t a^  
c i ô n  h a s t a  que de j e  de d e s p r e n d e r  CO^» l o  c u a l  nos i n d i -  
ca una e l i m i n a c i ô n  t o t a l  de 1 c a r b o n a t o  que c o n t i e n s .
4 . -  Lava r  con agua n u e v a m e n t e .
5 . -  Se m a n t i e n e  a lOOQC a l  ba Mo m a r i a ,  con NaOH 0 , S  N.  d u r a  n
37.
t e  me di a  h ô r a .  E l  h i d r ô x i d o  s ô d i c o  e x t r a e  ca s i  t  odo e l  -  
p i g m e n t o  y y l a  gu i t  i n a  gueda de c o l o r  s o n r o s a d o .
6 . -  L a v a r  p o r  c e n t r i f u g a c i ô n  h a s t a  e l i m i n a r  l a  s o s a .
7 . -  T r a t a r  con lïlnO^K a l  0 , 5 %  a 500C d u r a n t e  20 m i n u t o s .  La -  
m a t e r i a  o r g é n i c a  se pone m a r r ô n .
8 . -  La va r h a s t a  l a  d e s a p a r i c i ô n  d e l  MnO^K.
9 . -  T r a t a r  con S^O^Na^ a m ed i a  s a t û r a c i ô n  (como a g e n t e  de - -  
b l a  ngue o ) .
1 0 . -  Se l a v a  h a s t a  l a  d e s a p a r i c i ô n  d e l  p i r o s u l f i t o .
1 1 . -  La va r  cnn agua h i r v i e n d o  p a r a  s e p a r a r  l a  a r e n i l l a  que pjj 
d l e  ra c on t  e ne r   ^ r é p i t  i e n d o  e s t a  o pe ra  c i ô n  h a s t a  l a  t o t a l  
e l i m i n a c i ô n  de e s t a .
1 2 . -  T r a t a r  30 m i n u t o s ,  con a l c o h o l ,  p a r a  e x t r a e r  l o s  l i p i d e s ,
1 3 . -  Lava r  con agua d e s t i l a d a .
1 4 . -  Se t r i t u r a  en m e d i o  a c u o s o  con una t r i t u r a d o r a  ( O m n i - m i -  
x e r )  .
1 5 . -  C e n t r i f u g a r .
1 6 . -  La va r con a c e t o n a  y seca r .
P r e p a r a c i ô n  de q u i t  i n a  c o l o i d a l . -
A 2 0 0  mg. de q u i t  i n a , se ana de  u n i  m e z c l a  de 5 m l .  
de agua y 5 , 4  m l .  de é c i d o  s u l F u r i c n  c o n c e n t r a d o ,  a g i t a n d o  y 
e n f r  i a  n d o .
Una vez  d i s u e l t a  l a  q u i t  i n a , se a da de a g i t a n d o ,  a -
108  m l .  de e t a n o l  a c u o s o  f r i o ,  a l  50%.
La q u i t  i n a  p r é c i p i t a ,  se c e n t r i f u g a  y se l a v a  con -
agua d e s t i l a d a  f r i a  h a s t a  que e l  pH sea a p r o x i m a d a m e n t o  de 5 .  
De spues se c e n t r i f u g a  de nue vo  y se r e c o g e  e l  p r e c i p i t a d o .  Es^  
t a  ma sa a r n o r f a ,  se g u a r d a  en n e v e r a ,  a 4^ C, p a r a  p r é p a r a  r  una 
s u s p e n s i o n  en e l  moment o o p o r t u n o .
38.
Curv/a de p e s o  s e c o . -
Se u t i l i z a  p a r a  d e t e r m i n a r  l a  c a n t i d a d  de q u i t i n a .  
Se p r é p a r a  una s u s p e n s i o n  de q u i t i n a  c o l o i d a l  en agua d e s t i l ^  
d a .  Se c og en  0 , 5  m l .  y 1 m l ,  y se ponen en dos p e s a s u s t a n c i a s  
p r e v i a m e n t e  t a r a d o s .  Se ponen a s e c a r  en e s t u f a  a 7Q2C d u r a n ­
t e  24 h o r a s ;  a c o n t i n u a c i o n  se p a s a n  a un d e s e c a d o r  h a s t a  a l -  
c a n z a r  p es o c o n s t a n t e ,  y se v u e l v e n  a p e s a r .  La d i f e r e n c i a  de 
p eso nos da l o s  m1 e r ogramos p o r  m i l i l i t r o  de q u i t i n a  que hay  
e n e s t a  s u s p e n s i o n .
De e s t a  s u s p e n s i o n  se toman d i s t i n t o s  v o l  urne n e s y -  
se l l e v a n  a 3 m l .  con agua d e s t i l a d a ,  l e y é n d o s e  en r 1 e s p e c - -  
t r o f o t ô m e t r o  a una l o n g i t u d  de onda de 660 nm. La c u r v a  se re  ^
p r é s e n t a  g r a f i c a m e n t e ,  l l e u a n d o  en a b s c i s a s  l o s  m i c r o g r a m o s  -  
de q u i t i n a  y en o r d e n a d a s  l a s  u n i d a d e s  de a b s o r c i ô n  o b t e n i d a s  
( F i g . 4 )  .
Vo l ume n ( m l . )  O o n c e n t r a c i ô n  ( p q . )  L e c t u r a  ( U . A . )
0 , 2 2 6 , 7 0,  005
0 , 4 5 3 , 3 0 ,  010
0,  6 8 0 ,  0 0 , 0 1 5
0 , 8 1 0 6 , 7 0,  020
1 , 2 1 3 3 , 3 0 , 0 2 5
1 , 4 1 5 6 , 0 0,  030
A d a p t a c i o n  d e l  m é t o d o . -
A l a  e n z i m a ,  ( 1  m l .  d e l  l i q u i d e  de c u l t i v e )  se l e  -  
a h a d e 1 m l .  de l a  s u s p e n s i o n  c o l o i d a l  de ( ^ u i t i n a  d i s u e l t a  en 
t a mpo n c i t r a t o - F o s f a t o - b o r a t o  de pH 5 , 5 ,  0 , 0 5  lïl. ,  que c e n t  i e -  
ne a p r o x i m a d a m e n t e  1 0 0  ^ g r a m o s  de q u i t i n a .  E s t a  c o n c e n t r a c i 6 n  
l a  o b t e n e m o s ,  con  a y u d a  de l a  g r a f i c a  a n t e r i o r .
La e n z i m a ,  miis l a  s o l u c i ô n  de q u i t i n a ,  se i n c u b a i
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a 379C d u r a n t e  un t i e m p o  d e t e r m i n a d o . A c o n t i n u a c i â n  se F i l - -  
t r a  e s t a  s o l u c i ô n  p a r a  e l i m i n a r  l a  q u i t i n a  r e s t a n t e  y p a r a r  -  
l a  r e a c c i ô n .
Una u n I d a d  de a c t i v i d a d  q u i t i n â s i c a  es l a  c a n t i d a d  
de e n z i m a  que l i b e r a  1 jumol de N - a  c e t  i l g l u c o s a m i n a  p o r  m i n u t o .
U a l o r a c i ô n  de N - a c e t i l q l u c o s a m i n a . -
mé t od o  de T r a c e y  ( 1 9 3 4 ) .
De una s o l u c i ô n  que c o n t i e n e  N - a c e t i l g l u c o s a m i n a ,  t  
se toman 0 , 3  m l .  y se a n a d e n 0 , 1  m l .  de una s o l u c i ô n  s a t u r a d a  
de b o r a  t o  s ô d i c o ,  c a l e n t a n d o  a e b u l l i c i ô n  d u r a n t e  7 m i n u t  o s .
Se d e j a  e n f r i a r  y se apiaden 3 m l .  de é c i d o  â c e t i c o  g l a c i a l ,  -  
mas 0 , 3  m l .  de r e a c t i v o  de E h r l i c h .  Se d e j a  una h o r a  a t e m p e -  
r a t u r a  a m b i a n t e ,  p a r a  que se d e s a r r o l l e  un c o l o r  v i o l e t a ,  que 
s e r a  més o menos i n t e n s e  d e p e n d i e n d o  de l a  c a n t i d a d  de N - a c e -  
t i l g l u c o s a m i n a  e x i s t a n t e .  Se l e s  en e l  e s p e c t r o F o t ô m e t r o  a - -  
una l o n g i t u d  de onda de 5 4 0  nm.
J u n t o  con e l  t u b o  p r o b l e m s ,  se l l e v a n  s i e m p r e  de - -  
f o r ma  pa r a i e  l a  un p a t r o n  y b l a n c o s  de r e a c t i v e  y p r o b l e m s .
Curva  p a t r o n  de N - a c e t i l g l u c o s a m i n a . -
A p a r t i r  de l a  s o l u c i ô n  p a t r o n  de N - a c e t i l g l u c o s a m ^  
na ( 2 , 2 1  mg. h a s t a  100  ml  de agua d e s t i l a d a ) ,  se t oman d i s t i j i  
t o s  v o l u m e n e s  y se s i g u e  e l  mé t od o  a n t e r i o r .
R e p r é s e n t â m e s  g r a f i c a m e n t e  l a  c u r v a  p a t r o n  l i e  va ndo 
en a b s c i s a s  l a s  d i s t i n t a s  c o n c e n t r a  c l o n e s  t om ad as  y en ordena^ 
das l a s  u n i d a d e s  de a b s o r c i ô n  o b t e n i d a s . ( F i g . 5 )
41.
V o l  urne n ( m l . )  C o n c e n t r a c i o n  ( jum o 1 e s ) L e c t u r a  ( U . A . )
0 ,  05 0 , 0 0 5 0,  0 20
0 , 1 0 0 , 0 1 0 0 , 0 3 7
0,  15 0,  015 0,  05 0
0,  20 0,  020 0 ,  0 70
0 , 2 5 0,  025 0,  003
0 , 3 0 0,  030 0,  100
R e a c t i v o s  o m p l e a d o s . -
1 . -  S o l u c i ô n  de b o r a  t  o s ô d i c o  s a t u r a d a .
2 . -  R é a c t i v a  de E h r l i c h :  2 gramos de p - d i m e t i l - a m i n o  b e n z a l - -  
d e h i d o ,  d i s u e l t o s  en 100  m l .  de é c i d o  a c c t i c o  g l a c i a l  y -  
5 m l .  de CIH c o n c e n t r a d o .  Se g u a r d a  en F r a s c o  t o p a c i o .
3 . -  A c i d û  a c é t i c o  g l a c i a l .
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U a l o r a c i â n  de l a  F o s f a t a s a . -
( O r t o f o s f a t o  m o n o e s t e r  f o s f o h i d r o l a s a ) . H i d r o l i z a  -  
l o s  m o n o R s t e r e s  o r t o f o s f ô r i c o s  en  a l c o h o l  y o r t o f o s f a t o .
î i lGtodo de B r i g h t u / e l l  y T a p p e l  ( 1 9 5 8 ) .
Una u n i d a d  de a c t i v i d a d  f o s f a t a s i c a  es l a  c a n t i d a d  
de e n z i m a  c a p a z  do l i b e r a r  1 p mo l  de p - n i t r o f e n o l  p or  m i n u t o .
F o s f a t a s a  a c i d a . -  ( E . C . 3 . 1 . 3 . 2 )
E l  s u s t r a t o  u t i l i z a d o  f u é  e l  p - n i t r o f e n i l  o r t o f o s f ^  
t o  d i s ô d i c o  3 mlYI, d i s u e l t  o en t am po n de c i t  ra  t  o - f  o s f  a t  o -b  ora t  o 
0 , 1  lït, pH 3 , 5 .  Se g u a r d a  en f r a s c o  t o p a c i o  en n e u e r a .
F o s f a t a s a  a l  c a l i n a . -  ( E . C . 3 . 1 . 3 . 1 . )
E l  s u s t r a t o  u t i l i z a d o  f u é  e l  p - n i t r o f e n i l  o r t  o f  o a f  a^  
t o  d i s ô d i c o  4 mlTl, d i s u e l t o  en t am pô n de c i t  r a  t  o - f  o s f  a t  o - b o r a -  
t o  0 , 1  lïî, pH 9 , 5 .  Se g u a r d a  en f r a s c o  t o p a c i o  en n e v e r a .
P r o c e d i m i e n t o . -
Se i n c u b é  0 , 1  m l .  de l i q u i d a  de c u l t i v a  con 0 , 9  m l .  
de s u s t r a t o  a 37@C d u r a n t e  un t i e m p o  de t e  rm i n a  do,  1 l e  va ndo s_i 
m u l t a n e a i n e n t e  b l a n c o s  de l i q u i d e  de c u l t i v e  y de s u s t r a t o .  La 
r e a c c i ô n  se p a r a  con l a  a d i c i ô n  de 2 m l .  de t ampôn de C l a k k  y 
Lubs de pH 9 , 8 .
La a c t i v i d a d  e n z i m é t i c a  v i e n e  dada p a r  l a  c a n t i d a d  
de p - n i t r o f e n o l  l i b e r a d a ,  l a  c u a l  se d é t e r m i n a  c o l o r  imé t  r  i c a  -  
m e n t e ,  l e y é n d o s e  en e l  e s p e c t r  o f  o t  ô m e t r o  a 42 0 nm. Se ha ce re  ^
f e r e n c i a  a l a  c u r v a  p a t r ô n  de p - n i t r o f e n o l ,  a n t e r i o r m e n t e  i n -  
d i c a d a .
44.
( 1 , 3 ) - B - G l u c a n e  s a . -  ( E . C .  3 . 2 . 1 . 6 . )
( 1 , 3 ) - p - G l u c a n ,  g l u c a n o  h i d r o l a s a .  H i d r o l i z i  e n ­
l a c e s  ( 1 , 3 ) - p - G l u c a n o  a d y a c e n t e s .
Su a c t i v i d a d  se d é t e r m i n a  en e l  m ét od o b a s a d o  en 
e l  de (fie L e l l a n  ( 1 9 7 0 )  .
S u s t r a t o ; L a m i n a r i n a .  Se p r é p a r a  una s o l u c i o n  de 
l a m i n a r i n i  a una c o n c e n t r a c i o n  f i n a l  do l m q / 0 , 9  ml  en t a m ­
pon c i t r a t o - f o s f a t o - b o r a t o  0 , 0 5  (fi de pH 4 , 0 .  A c o n t i n u a ­
c i o n ,  p a r a  ay uda  r  a su d i s o l u c i ô n ,  se c a l i e n t a  a 500C a l  -  
ba no m a r i a ,  r e p i t i e n r i o  e s t a  o p e r a  c i o n  s i e m p r e  que se va a 
u t i l i z a r  e s t a  s o l u c i o n .
P r o c e d i m i e n t o : De e s t e  s u s t r a t o ,  a s i  p r e p a r a d o ,  
se ponen a i n c u b a  r  0 , 9  ml  con 0 , 1  ml de l i q u i d a  de c u l t i v e  
a 3 7 0 C ,  d u r a n t e  un t i e m p o  d e t e r m  i n a d o ,  l i e v a n d o  pa r a 1e l a  -  
m en te  con e l  p r o b l n m a  b l a n c o s  de l i q u i d o  de c u i t  i v o  y de -  
s u s t r a t o .
La a c t  i v  i d a  d de e s t a  e n z i m a ,  se d é t e r m i n a  p o r  l a  
1 i b e  r a  c i o n  de g l u c o s a ,  l a  c u a l  se mide s i q u i e n d o  e 1 mé t od o  
de So mo gy i  y N e l s o n .
Una u n i d a d  de a c t i v i d a d  g 1 uca né s i c a  se d e f i n e  c^  
mo l a  c a n t i d a d  de e n z i m a  n e c e s a r i a  p a r a  l i b e r a r  un ^ m o l  de 
g l u c o s a  p o r  m i n u t o .
I n v e r t a s a . -  ( E . C .  3 . 2 . 1 . 2 6 . )
( p - D - f r u c t o f u r a n o s i d o  f r u c t o h i d r o l a s a ) . H i d r o l i ­
za e n l a c e s  p - D - f r u c t o f u r a n é s i d o s  en g l u c o s a  mas 0 - f  r u c t  o s a .
lYlétodo de ( l l e t z e n b e r g ,  1 9 6 2 .
45.
S u s t r a t o ; S a c a r o s a .  Se p r é p a r a  una s o l u c i ô n  que 
c o n t e n g a  l m g / 0 , 9  ml  p a r a  l e  c u a l  se p e sa n  5 5 , 5  mg de s a c a ­
r o s a  y se d i s u e l v e n  en  50 ml de t am pô n c i t r a t o - F o s f a t o - b o ­
r a t o  0 , 0 5  un de pH 5 , 5 .
P r o c e d i m i e n t o ; La p r e s e n c i a  de i n v e r t a s a  en e l  -  
l i q u i d o  de c u l t i v e ,  se mi de p o r  l a  h i d r ô l i s i s  de l a  s a c a r ^  
s a .  Un v ol u me n  de 0 , 9  ml de s u s t r a t o ,  se pone a i n c u b a  r  
con l a  e n z i m a  ( 0 , 1  ml  de l i q u i d o  de c u i t  i v o )  a 37SC,  (Jurari  
t e  un t i e m p o  d e t e r m i n a d o .
La a c t i v i d a d  e n z i m é t i c a  v i e n e  dada p o r  l a  c a n t i ­
dad de g l u c o s a  l i b e r a d a ,  l a  c u a l  se d é t e r m i n a  c o l o r i m é t r i -  
c a m e n t e ,  p or  e l  m é t o d o  de S omo gy i  y N e l s o n .
Una u n i d a d  de a c t i v i d a d  i n v e r t a s i c a  se d e f i n e  c £  
mo l a  c a n t i d a d  de e n z i m a  n e c e s a r i a  p a r a  l i b e r a r  un / j mo l  de 
g l u c o s a  p o r  m i n u t o .
C e l u l a s a . -  ( E . C .  3 . 2 . 1 . 4 . )
( 1 , 4 ) - P - g l u c a n o ,  g l u c a n o h i d r o l a s a .  H i d r o l i z a  e n ­
l a c e s  ( 1 , 4 ) - p - g l u c a n o  en c e l u l o s a .
m ét od o  de T r a g e r  ( 1 9 3 2 )  y Z i e s e  ( 1 9 3 1 ) .
S us t  ra t  o : C a r b o x i - m e t i l  c e l u l o s a  s ôd i c a . Se p r é ­
p a r a  una s o l u c i ô n  de c a r b o x  i m e t  i l  c e l u l o s a  s ôd i c a  que c o n ­
t e  nga I m g / U , 9 ml de t ampôn c i t r a t o - f o s f a t o - b o r a t o  0 , 0 5  m 
de pH 5 , 5 .
P r o c e d  i m i e n t o ; Se s i g u e  e l  mismo p r o c e d i m i e n t o  -  
que en l a s  e n z i m a s  a n t e r i o r m e n t e  e x p u e s t a s ,  m i d i e n d o  l a  
c a n t i d a d  de g l u c o s a  l i b e r a d a  p o r  e l  m é t o d o  de So mo gy i  y 
N e l s o n .
46.
Una u n i d a d  de a c t i v i d a d  c e l u l a s i c a ,  se d e f i n e  c £  
mo l a  c a n t i d a d  de e n z i m a  n e c e s a r i a  p a r a  l i b e r a r  un p m o l  de 
g l u c o s a  p o r  m i n u t o .
o ( - a m i l a s a  . -  ( E . C .  3 . 3 . 1 . 1 . )
( 1 ,  4 )  -  o<- g l u c a n - 4 - g l u c a n o h i d r o l a s a  . H i d r o l i z a  eri 
l a c e s  ( 1 , 4 ) - g l u c a n o  en p o l i s a c a r i d o s  que c o n t i e n e n  3 o mas 
u n i d a d e s  de D - g l u c o s a  con e n l a c e s  ( 1 , 4 ) .
l ï létodo de Summer y H o u i e l l ,  1 9 3 5 .
S u s t r a t o t A l m i d o n  s o l u b l e .  Se p r é p a r a  una s o l u ­
c i ô n  de a l m i d ô n  s o l u b l e  ( l m g / 0 , 9  m l )  en t ampô n c i t r a t o - f o ^  
f a t o - b o r a t o  0 , 0 5  lïl de pH 4 , 0 .  P a r a  a y u d a r  a l a  d i s o l u c i ô n  
d e l  s u s t r a t o ,  se c a l i e n t a  a 80QC a l  ba Ho ma r  f a , r e p i t i é n d ^  
se e s t a  o p e r a c i ô n  s i e m p r e  que se va a u t i l i z a r  e s t a  s o l u ­
c i ô n .
P r o c e d i m i e n t o tSe s i g u e  e l  mismo ( i r o c e d i m i e n t o  
que en l a s  e n z i m a s  a n t e r i o r e s ,  m i d i e n d o  l a  c a n t i d a d  de g l t t  
cosa l i b e r a d a  p o r  e l  mét od o de Somogyi  y N e l s o n .
Una u n i d a d  de a c t i v i d a d  e n z i m a t i c a  se d e f i n e  c o ­
rne l a  c a n t i d a d  de e n z i m a  n e c e s a r i a  p a r a  l i b e r a r  un JUmol de 
g l u c o s a  p o r  m i n u t o .
( 1 . 6 ) - P - G l u c a n a s a . -  ( E . C .  3 . 2 . 1 . 6 . )
( 1 , 6 ) - p - g l u c a n e ,  g l u c a n o h i d r o l a s a .  H i d r o l i z a  e n ­
l a c e s  ( 1 , 6 ) - p - g l u c a n e  a d y a c e n t e s .
S u s t r a t o ;  P o s t u l a n .  Se p r é p a r a  una s o l u c i ô n  de -  
e s t e  s u s t r a t o ,  a una c o n c e n t r a c i ô n  f i n a l  de I m / O , 9 ml en  
t ampôn c i t r a t o - f  o s f a t o - b o r a t o  0 , 0 5  lïl de pH 5 , 5 .
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P r o c e d i m i e n t o ! P a r a  d e t e r m i n a r  l a  a c t i v i d a d  de -  
e s t a  e n z i m a  se s i g u e  e l  mismo p r o c e d i m i e n t o  que p a r a  l a s  -  
e n z i m a s  a n t e r i o r e s ,  m i d i e n d o s e  l a  c a n t i d a d  de g l u c o s a  l i b £  
r a d a  p o r  e l  m ét od o de Somogyi  y N e l s o n .
Una u n i d a d  de a c t i v i d a d  o n z i m é t i c a  se d e f i n e ,  c £  
mo l a  c a n t i d a d  de e n z i m a  n e c e s a r i a  p a r a  l i b e r a r  un / j mo l  de 
g l u c o s a  p o r  m i n u t o ,
( 1 . 4 )  ( 1 . 3 )  - P - G l u c a n a s a  . -  ( E . C .  3 . 2 . 1 . 6 . )
( 1 , 4 ) ( 1 , 3 ) - P - g l u c a n o ,  g l u c a n o h i d r o l a s a . H i d r o l i ­
za  e n l a c e s  ( 1 , 4 ) - p - g l u c a n o  a d y a c e n t e s  a ( 1 , 3 ) - B .
S u s t r a t o : L i c h e n a n .  Se p r é p a r a  una s u s p e n s i o n  de 
L i c h e n a n  a una c o n c e n t r a c i ô n  f i n a l  de l m g / 0 , 9  ml  en t am pô n  
c i t r a t o - f  o s f a t o - b o r a t o  0 , 0 5  lïl de pH 5 , 5 .
P r o c e d i m i e n t o :La c a t  i v  i d a  d de e s t a  e n z i m a  se d é ­
t e r m i n a  p o r  l a  c a n t i d a d  de g l u c o s a  l i b e r a d a ,  segun e l  m é t £  
do de Somogyi  y N e l s o n .
Una u n i d a d  de a c t i v i d a d  e n z i m a t i c a  se d e f i n e ,  c^  
mo l a  c a n t i d a d  de e n z i m a  n e c e s a r i a  p a r a  l i b e r a r  un p mol  de 
g l u c o s a  p o r  m i n u t o .
□ e x t r a n a s a . -  ( E . C .  3 . 2 . 1 . 1 1 . )
( 1 , 6 ) - p - g l u c a n - 6 - g l u c a n o h i d r o l a s a . H i d r o l i z a  e n ­
l a c e s  ( 1 , 6 ) - p - g l u c a n o  a d y a c e n t e s .
S u s t  r a t  o : D e x t r a n o .  Se p r é p a r a  una s o l u c i ô n  de 
d e x t r a n o  (Pm = 1 0 0 0 0 )  a una c o n c e n t r a c i ô n  f i n a l  de Img
p or  0 , 9  ml en t ampô n c i t r a t o - f  o s f a t o - b o r a t o  0 , 0 5  lïl de pH 
5 , 5 .
40.
P r o c e d i m i e n t o ; La a c t i v i d a d  de e s t a  e n z i m a  se d£  
t e r m i n a  p o r  l a  c a n t i d a d  de g l u c o s a  l i b e r a d a ,  segun e l  mét_o 
do de So mo gy i  y N e l s o n .
Una u n i d a d  de a c t i v i d a d  e n z i m a t i c a  se d e f i n e ,  c £  
mo l a  c a n t i d a d  de e n z i m a  n e c e s a r i a  p a r a  que se 1 i b ' e r e  un 
p mol  de g l u c o s a  p o r  m i n u t o .
49.
G a l a  e t uro nn  sas . -  ( E . C ,  3 . 2 . 1 . 1 5 . )
(P o l  i - 0^ - (  1 ,  4 ) - D - g a l a c t u r o n i d o  g l u c a n o  h i d r o l a s a )  , 
H i d r o l i z a  n n l a c e s  o ^ - ( l ,  4 ) - D - g a l a c t u r o n i d o s  en p e c t  i n i  s y 
o t r o s  g a l a c t u r ô n i d o s . ( A d v a n c e s  i n  c a r b o h y d r a t e  c h e m i s t r y  -  
and b i o c h e m i s t r y .  A c a d e m i c  P r e s s .  2 1 ,  1 9 7 6 ) .
a ) P o l i g a l a c t u r o n a s a , -
S u s t r a t o ; P o l i g a l a c t u r o n a t o  s ô d i c o ,  a c o n c e n t r a c i ô n  f i ­
n a l  de I m g / m l  en t ampô n c i t r a t o - f o s f a t o - b o r a t o  
0 , 0 5  Itl de pH 2 , 5 .
1 P r o c e d i m i e n t o ; La a c t i v i d a d  de e s t a  e n z i m a  v i o n e  da d a,
p or  l a  c a n t i d a d  de a c i d o  g a l a c t u r o n i c o  l i b e r a -  
do,  l a  c u a l  se v a l o r a  c o l o r i m e t r i c a m e n t e  p or  
e l  m é t o d o  de Somogyi  y N e l s o n .
Una u n i d a d  do a c t i v i d a d  p o l i g a l a c t u r o n a s i c a  , 
es l a  c a n t i d a d  de e n z i m a  ne ce  s i r  i a  p a r a  l i b e ­
r a r  un p m o l  de a c i d o  g a l a c t u r ô n i c o  p or  m i n u t o .
b)  P o l i m e t i l q a l a c t u r o n a s a . -
S u s t r a t o :  P e c t i n a '  de m a n za na ,  a c o n c e n t r a c i o n  f i n a l  de 
I m g / m l ,  en tampôn c i t r a t o - f o s f a t n - b o r a t o  0 , 0 5  
lïl do pH 5 , 0 .
P r o c e  d im i e  nt  o ; Se s i g u e  e l  mismo m é t o d o ,  i m i d i e n d o  l a  ca|i  
t i d a d  de s u s t a n c i a s  r e d u c t  e r a s  l i b e r a d a s .
Una u n i d a d  de p o l i m e t i l q a l a c t u r o n a s a ,  es l a  -  
c a n t i d a d  de e n z i m a  n e c e s a r i a  p a r a  l i b e r a r  un 
/ jmol  de s u s t a n c i a s  r e d u c t o r a s  p o r  m i n u t o .
50.
P e c t  i n i i a s a s . -  ( E . C .  4 . 2 . 2 . 1 0 . )
P o l i  ( me t  i l - D - g a l a c t u r o n i d o )  1 i a a a  . H i d r o l i r a n  erj  
l a c e s  o(-D -  ( 1 ,  4)  de l a s  c a de n a s  g 1 i c  os i l  i c a  s de D - g a  l a  e t  u -  
r ô n i d o s  p o r  e l  m é c a n i s m e  de B - e l i m i n a c i o n .  ( A d v a n c e s  i n  ' ^ 
c a r b o h y d r a t e  c h e m i s t r y  and b i o c h e m i s t r y .  Ac a de mi c  P r e s s .  
Z Z,  1 9 7 6 ) .
CO, Me
oH
"“O
^ - e l i m i n a c i û n
a )  E x o p e c t  i n - l i a s a . -
S u s t r a t o : P e c t i n a  de m a n z a n a , a c o n c e n t r a c i ô n  f i n a l  da 
I m g / m l ,  en t ampôn c i t r a t o - f o s f a t o - b o r a t o  0 , 0 5  
lYl de pH 8 , 0 .
P r o c e d i m i e n t o : Se i n c u b o  0 , 1  ml  de l i q u i d o  de c u l t  i v o
con 0 , 9  m l .  de s u s t r a t o  a 3 7 sC, d u r a n t e  un -  
t i e m p o  d e t e r m i n a d o ,  l i e v a n d o  s i m u l t a n e a m e n t e  
b l a n c o s  de l i q u i d o  de c u l t i v e  y de s u s t r a t o .
La a c t i v i d a d  e n z i m d t i c a  v i e n e  dada p or  l a  caj i  
t i d a d  de u r ô n i d o s  l i b e r a d o s ,  l a  c u a l  se d e t e £
51.
mi na  e s p e e t r o f o t o m e t r i c a m e n t e  a 2 4 0  nm, m i d i e n d o  e l  i n c r e -  
me nt o de a b s o r c i ô n  ( U . A .  a n t e s  y d es pue s de que se p r o d u z -  
ca l a  r e a c c i ô n ) ,
Una u n i d a d  de a c t i v i d a d  e n z i m a t i c a ,  se d e f i n e ,  
como l a  c a n t i d a d  de e n z i m a  que p r o d u c e  un jumol de u r ô n i d o s  
i n s a t u r a d o s  en 1 m i n u t e ,  b a s a d o  en e l  c o e f i c i e n t e  de e x t i r i  
c i ô n  m o l a r  de 4 6 0 0  p a r a  e s t a s  s u s t a n c i a s .  ( l ï l étodo de H i s -  
l o p ,  Keori  y F i e l d i n g ,  1 9 7 9 ,  que se bas a en e l  mét odo de 
g e l  y A n d c r s o n ,  1 9 6 5 . )
E n d o p e c t i n l i a s a . -  '
S u s t r a t o ; P e c t i n a  de ma n z a n a ,  a c o n c e n t r a c i ô n  f i n a l  de Img  
p or  m l ,  en t ampôn c i t r a t o - f  o s f a t o - b o r a t o  0 , 0 5  lïl 
de pH 3 , 5 .
P r o c e d i m i e n t o ;  Se i n c u b é  0 , 5  ml  de l i q u i d o  de c u l t i v e ,  con
4 , 5  ml  de s u s t r a t o  a 3 7 2 C ,  d u r a n t e  un t i e m p o  d e ­
t e r m i n a d o ,  l l e v a n d o  s i m u l t a n e a m e n t e  b l a n c o s  de -  
l i q u i d o  de c u l t i v e  y de s u s t r a t o .
La a c t i v i d a d  e n z i m a t i c a  se d é t e r m i n é  m i d i e n d o  e l  
d e c r e c i m i e n t o  de l a  v i s c o s i d a d  a 3 0 9 C ,  en un v i £  
c o s i m e t r o  c a p i l a r  ( C a n n o n - F e n s k e ,  s e r i e  5 0 ) ,
Una u n i d a d  de a c t i v i d a d  e n z i m i t i c a ,  se d e f i n e ,  -  
como l a  c a n t i d a d  de e n z i m a  que c a t a l i z a  un d e c r £  
c i m i e n t o  en l a  v i s c o s i d a d  de un I /o .  ( Ke en  y H o r ­
t o n ,  1 9 6 6 )  .
52.
E x o p e c t a t o l i a s a . - (  4 . 2 . 2 . 9 . )
P o l  i - ( 1 ,  4)  -  oc- ga  l a c t u r o n i c o  e x o l i a s a .  H i d r o l i z a  er) 
l a c e s  o C - D - ( l , 4 )  de l a s  c a d e n a s  g l i c o s f l i c a s  de D - g a l a c t u r o -  
n i d o s  p o r  e l  me ca ni smo  de f i - e l  im i n a  c i ô n ,
S u s t r a t o ; G a l a c t u r o n a t o  s ô d i c o ,  a c o n c e n t r a c i ô n  F i n a l  ce 1 mg 
po r  m l ,  en t ampôn c i t r a t o - f  o s f a t o - b o r a t o  0 , 05 lïl de 
pH 5 , 5 .
P r o c e d i m i e n t o ; So i n c u b o  0 , 1  ml do l i q u i d o  de c u l t  i v o  con 0 , 9  
ml de s u s t r a t o  a 3 7 9 C ,  d u r a n t e  un t i e m p o  determina^  
do,  l l e v a n d o  s i m u l t a n e a m e n t e  b l a n c o s  de c u l  t  ivo y 
de s u s t r a t o .
La a c t i v i d a d  e n z i m é t i c a ,  v i o n e  dada p o r  l a  c s n t i d a d  
de u r ô n i d o s  l i b e r a d o s ,  l a  c u a l  se d é t e r m i n a  es p e c -  
t r o f o t o m e t r  i c a m e n t e  a 2 4 0  nm, m i d i e n d o  e l  incremer» 
t o  en l a  a b s o r c i ô n  ( U . A .  a n t e s  y o es p u e s  de eue se 
p r o d u z c a  l a  r e a c c i ô n ) .
Una u n i d a d  de a c t i v i d a d  e n z i m a t i c a  se d e f i n e ,  como 
l a  c a n t i d a d  de e nz i m a que p r o d u c e  un )Umol de u r ô n ^  
dos i n s a t u r a d o s  on un m i n u t o ,  b a s a d o  en e l  c ce f  i  -  
c i e n t e  de e x t  i n c  i o n  m o l a r  de 4 0 0 0  p a r a  e s t a s  s u s ­
t a n c i a s  . (H i s  1 op,  Ke en  y F i e 1 d i n g , 1 9 7 9 )  .
E n d o p e c t a t o l i a s a . ( E . C .  4 . 2 . 2 . 2 . )
P o l i - ( l , 4 )  o ( - g a l a c t u r ô n i c o  l i a s a .  H i d r o l i z a  e n l a ­
c es  o ( - D - ( l , 4 )  de l a s  c a de n a s  g l i c o s i l i c a s  do D - q a l a c t c r ô n i -  
d os p o r  i necanismos de ^ - e  1 im i na  c i ô n .
53.
j u s t r a t o; G a l a c t u r o n a t o  s ô d i c o ,  a c o n c e n t r a c i ô n  f i n a l  de 1 
mcj/ml ,  en t ampôn c i t r a t o - f  o s f a t o - b o r a t o  0 , 0 5  lïl de 
pH 5 , 5 .
P r oced i m i e n t o ; Se i n c u b o  0 , 5  ml  de l i q u i d o  de c u l t i v e  con -
4 , 5  ml de s u s t r a t o  a 3 7 8 C ,  d u r a n t e  un t i e m p o  d e ­
t e r m i n a d o ,  l l e v a n d o  s i m u l t a n e a m e n t e  b l a n c o s  de l i ­
q u i d o  de c u l t i v a  y de s u s t r a t o .
La a c t i v i d a d  e n z i m a t i c a  se d e t e r m i n ô  m i d i e n d o  e l  -  
d e c r e c i m i e n t o  de l a  v i s c o s i d a d  a 30SC,  en un v i scoi  
s i m e t r o  c a p i l a r  ( C a n n o n - F e n s k e ,  s e r i e  5 0 ) .  La v i s ­
c o s i d a d  se mi de  a n t e s  y d es pue s de que se p r o d u z c a  
l a  r e a c c i ô n .
Una u n i d a d  de a c t i v i d a d  e n z i m a t i c a  se d e f i n e ,  como 
l a  c a n t i d a d  de e n z i m a  que c a t a l i z a  un d e c r e c i m i e n ­
t o  en l a  v i s c o s i d a d  de un l /ô.  ( K e en  y H o r t o n ,  1 9 6 6 )  ,
54.
P e c t i n e s t e r a s a . -  ( E . C .  3 . 1 . 1 . 1 1 . )
P e c t i n  p e c t i l  h i d r o l a s a .  H i d r o l i z n  l o s  g r u po s  p£  
1 i m e t i l e s t e r e s  de l o s  D - g a l a c t u r ô n i d o s .
l ï létodo de W i l l e t t s ,  B y r d e  y F i e l d i n g ,  1 9 7 7 .
S u s t r a t o t P e c t i n a  de manzana a 1 0 , 5 ' /  en Cl Na 0 , 1  lïl, a j u s t ^  
do a un pH F i n a l  de 5 , 5  con Na OH 0 , 0 1  N .
La NaOH u t i l i z a d a , se u a l o r 6 con P t a l a t o  a c i d o  -  
de p o t a s i o ,  r e s u l t a n d o  t e n e r  un f a c t o r  de 1 , 0 5 .
P r o c e d i m i e n t o : Se i n c u b ô 1 ml  de l i q u i d o  de c u l t i v e  con 9 
m l .  de s u s t r a t o a  3 7 9 C ,  d u r a n t e  un t i e m p o  d e t e r ­
m i n a d o ,  l l e v a n d o  s i m u l t a n e a m e n t e  b l a n c o s  de l i ­
q u i d o  de c u l t i v e  y de s u s t r a t o .
La a c t i v i d a d  e n z i m é t  i c a , se d é t e r m i n a  m i d i e n d o  -  
l a  a d i c i o n  de NaOH 0 , 0 1  N n e c e s a r i a  p a r a  m a n t e - -  
n e r  e l  pH de l a  r e a c c i ô n  a 5 , 5 .
Una u n i d a d  de a c t i v i d a d  p e c t  i n e s t e r a s i c a  se def_i  
ne,  como l a  c a n t i d a d  de e n z i m a ,  que ba j e  l a s  ce ri 
d i c i o n e s  de e n s a y o ,  r e q u i e r e  l a  a d i c i ô n  de 1 jLie- 
q u i v a l e n t e  de NaOH en una h o r a ,  p a r a  m a n t e n e r  l a  
r e a c c i ô n  a un pH de 5 , 5  u n i d a r i e s . ( O l u t l o l a  y 
A k i n t u n d e ,  1 9 7 9 ) .
X i l a n a s a . -  ( E . C .  3 . 2 . 1 . 3 2 . )
( 1 , 3 ) - p - x i l a n o - 3 - x i l a n o  h i d r o l a s a .  H i d r o l i z a  e n ­
l a c e s  ( 1 ,  3 ) -p de x i l a n o s .
La a c t i v i d a d  de e s t a  e n z i m a  se v a l o r a  p o r  l a  cari 
t i d a d  de x i l o s a  l i b e r a d a ,  que se d é t e r m i n a  e s p e c t r o f o t o m é -  
t r i c a m e n t e  p o r  e l  m é t o do  de Somogyi  y N e l s o n .
55.
Una u n i d a d  do a c t i v i d a d  x i l m î s i c a ,  ;.e d c f i n r : ,  
como i ' l  c a n t i d a d  do e nz i m a n e c e s a r i a  p a r a  l i b e r a r  un ) jmol  
de x i l o a a  en un m i n u t o .
S u s t r a t o :  x i l a n o  c o l o i d a l ,  an t ampo n c i t r a t o - f o s f a t o - b o r a t o
0 , 0 5  «1 de pH 5 , 0 .
P r e p a r a c i o n  de x i l a n o  c o l o i d a l . -
A 2 00 mg de x i l a n o ,  se l e  a na d e n  2 m l .  de NaOH N
Una vo z d i s u c l t  o e l  x i l a n o ,  se a na de a g i t  i ndo ClH N h a s t a  
r)uc l a  m c z c l a  es n e u t r a .  E l  x i l a n o  p r  f; c i p  i  t a  do,  se c e n t r i ­
f u ge  y sn l a  va con agua d o s t  l i a  d i  f r i a  h a s t a  que d é r a p a  r e -
cen t o d o s  l o s  i o n e s .  P o s t e r i o r m e n t e ,  se c e n t  r i f u g a  de nue -
vo y se r e c o g e  e l  p r e c i p i t a d o .  E s t a  ma sa de x i l a n o  c o l o i d a l  
se g u a r d a  en n e v e r a  a 4'!C p a r a  p r e p a r  a r una s u s p e n s i o n  en 
e l  momento de usa r l a .
C u rv  1 de peso s e c o . -
Se u t i l i z a  p a r a  d e t e r m i n a r  l a  c a n t i d a d  de x i l a n o .  
Se p r é p a r a  una s u s p e n s i o n  de x i l a n o  c o l o i d a l  en agua df;st_i  
1 a d a . Se cogen 0 , 5  ml y 1 ml y se ponen en dos p e s a s u s t a n ­
c i a s  p r n V l a m e n t e  t a r a d o s ;  se c o l o c a n  en e s t u f a  a 709C d u ­
r a n t e  2 4 h o r a s ;  a c o n t i n u a c i â n ,  se p a sa n  a un d e s e c a t i o r  
h a s t a  a 1 c a n z a r  p es o c o n s t a n t e  y se v u e l v e n  a p e s a r .  La d i -  
f e r e n c i a  de p e s o ,  nos da l o s  m i c r o g r i m o s  de x i l a n o  p o r  m l .  
de s u r , p e n s i o n .
De e s t a  s u s p e n s i o n ,  se toman d i s t i n t o s  v o l u me n es  
y se l l e v a n  a 3 ml con agua r i e s t i ü a d a ,  l e y é n d o s e  en e l  e s ­
pe c t  r o f  ot  orne t  r o  a una l o n g i t u d  de onda de 6 60  nm. La c u r v a  
se r e p r é s e n t a  g r a f i c a m e n t e ,  l l e v a n d o  en a b s c i s a s  l o s  micr_o 
gramos de x i l a n o  y en o r d e n a d a s  l a s  u n i d a d e s  de a b s o r c i ô n  
o h t e  n i da s . ( F i g  . 6 )
56.
Vol umen (m 1 ) C o n c e n t r a c i ô n ( j ü q . )  L e c t u r a  ( U . A . )
0 , 1 5 1 , 2 0 0 , 0 4
0 , 2 0 1 , 6 0 0 , 0 6
0 , 2 5 2 , 0 0 0 , 0 7
0 , 3 0 2 , 4 0 0,  09
0 , 4 0 3 , 2 0 0 , 1 0
0 , 5 0 4 , 0 0 D, 12
0 , 60 4 , 8 0 0 , 1 5
0 , 7 0 5 , 6 0 0 , 1 7
0 , 0 0 6 , 4 0 0 , 2 0
0 , 9 0 7 , 2 0 0 , 2 1
1 , 00 8 , 00 0 , 2 4
(ïlét o d o . -
A 0 . ; ml de l i q u i d o de c u l t i v e  se l e  a Raden 0 , 9  ml
de l a  s us pe ns i ô n de x i l a n o c o l o i d a l  d i s u e l t o  en t ampôn e i ­
t r a t o - f o a f a t o - b o r a t o  0 , 0 5  lïl de pH 5 , 0 ,  que c o n t i e n e  aprox_i
madamente 80  ,/ug. de x i l a n o . ( E s t a  c o n c e n t r a c i ô n  se o b t i e n e
con ay uda de l a  g r a f i c a  a n t e r i o r ) .
E l l i q u i d e  de c u l t i v e més l a  s o l u c i ô n  de x i l a n o ,  -
se i n c u b a n a 3 7 °C d u r a n t e  un t i e m p o  d e t e r m i n a d o .
P r o c e d i m i e n t o : La c a n t  i r lad de '■•xi losa l i b e r a d a ,  se mi de por
B1 m ét od o de Somogyi  y N e l s o n .
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58.
l ï létodo p a r a  s e p a r a r  e n d o p o l i m e t  l l q a l a c t u r o n a j & a .  y e n d o p e c - 
t  i n l i a s a . -
P r o c e d i m i e n t o  de Ne uk o n,  1 9 6 0 ,  m o d i f i c a d o  p o r  
Seruiood,  1 9 6 6 .
5 ml  de l a  m e z c l a  de l a  r e a c c i ô n  se i n c u b a n  duraj i  
t e  3 h o r a s .  A 1 ml  de e s t a  m e z c l a  se l e  a n a d e n  5 ml de ClH 
0 , 5  N, més 10 ml  de a c i d o  t i o b a r b i t û r i c o  0 , 0 1  lïl d i s u e l t o  en 
agua d e s t i l a d a .  E s t a  m e z c l a  de r e a c c i ô n ,  se c a l i e n t a  a l  ba« 
Ro m a r i a  d u r a n t e  1 h o r a .  Se e n f r i a ,  a R a d i e n d o  e l  v ol ume n e -  
v a p o r a d o  y se c e n t r i f u g e  a 1 0 . 0 0 0  G d u r a n t e  15 m i n u t e s  para  
s e p a r a r  e l  p r e c i p i t a d o  ( n o  s i e m p r e  se f o r m a ) .  E l  e s p e c t r o  - 
d e l  s o b r e n a d a n t e  se d é t e r m i n a  de 4 8 0  a 5 80  nm.
S i m u l t a n e a m e n t e  a l o s  t u b o s  p r o b l e m a ,  se l l e v a  un 
t u b o  c o n t r o l  que t i e n e  l a  m e z c l a  de r e a c c i ô n  ( e n z i m a  mas 
s u s t r a t o )  a l a s  c e r o  h o r a s  de i n c u b a c i ô n .
S i  a l  d e t e r m i n a r  e l  e s p e c t r o  de a b s o r c i ô n ,  nos s^ 
l e  un p i c o  a 5 1 0  nm, t e n d r e m o s  E n d o p o l i m e t i l g a l a c t u r o n a n a s a . 
S i  e l  p i c o  nos s a l e  e n t r e  547 y 5 5 0  nm c o r r e s p o n d e r é  a l a  
E n d o p e c t i n l i a s a .
59,
VALURACION OE ENZIITIAS PRQTE OL I T IC OS . -
U t i l i z a m o s  e l  mé tod o de l a s  p l a ç a s  de g e l a t  i n a - a g a r . 
L o usamos s o l o  como m e t o d o  c u a l i t a t i u o .  Se p r e p a r a n  p l a ç a s  P é ­
t r i  c o n t e n i e n d o  una d i s o l u c i o n  de l a  s i g u i e n t e  c o m p o s i c i o n :
A ga r ............................................. 1 , 8  gramos
G e l a t i n a .................................. 1 , 0  gramos
Sa 1 i c  i l a n i l  i d a .................  10 m i l  i g r a m o s
H^O d e s t i l a d a .................... 1 0 0  m l .
Se c a l i e n t a  a baf lo m a r i a  30 m i n u t e s  p a r a  d i s o l v e r l o  
y se e x t i e n d e  en 3 p l a ç a s  P é t r i ,  con una c a n t i d a d  de 30  m l .  -
cada u n a .  Se h ac en  l o s  p o c i l l o s  y en ca da uno se e cha m 20
d e l  l i q u i d o  p r o b l e m a  ( S o l u c i ô n  de e n z i m a s  de 80 d i a s  en l a  -
c o n c e n t r a  c i ô n  de 1 mg /  1 m l . ) .  Luego se i n c u b a  en e s t u f a  a - -
3 7 9 [  d u r a n t e  24 h o r a s .  T r a n s c u r r i d o  e s t e  t i e m p o ,  se r é v é l a  
con una s o l u c i ô n  que c o n t i e n e :
Cl  Hg .......................................  15 gramos
Cl  H c o n c ...............................  20  m l .
H^O d e s t i l a d a  .................  h a s t a  1 0 0  m l .
Se p as an  unos m l .  de e s t e  l i q u i J o  r e v e l a d o r  p o r  l a  
s u p e r f i c i e  de l a  p l a ç a  y s i  ha hab i d o  p r o t e o l i s i s  a p a r e c e  a 1 -  
r e d e d n r  d e l  p o c i l l o  un h a l o  t r a n s p a r e n t e ,  deb i d o  a l a  h i d r  ôl_i  
s i s  de l a  g e l a t i n a .  ( ï l i d i e n d o  e l  d i a m e t r o  d e l  h a l o  y r e f i r i e n -  
dose a una s o l u c i ô n  p a t r o n ,  se pue de usa r  como mé t od o  c u a n t i -  
t a t  i  v o .
60.
DE TERW I NACI  ON DE GLUCOSA. GLUCOSA 0 X I D A 3 A . -
Rea e t  i v o  de G l uc o s a  o x i d a s a . -  (De l a  F u e n t e  y S o l s ,  c o m u n i c a -  
c i ô n  p e r s o n a l ) .
S o l u c i ô n  0 , 4  mM de Cl^lï lg en t ampon f o s F a t o  pH 6 , 5  -  
50 mPil, que c o n t i e n e  p o r  m l . ;  0 , 4  ^ g .  de T r i t o n  X - I O D ,  1 0 0  yug. 
de 0 - d i a n i s i d i n a ,  5 , 4  U de g l u c o s a  ox i d a  sa y 3 U de p e r o x i d a -  
sa (ambas e n z i m a s  de B o e h r i n g e r ,  g r a d e  l ) .
P r o c e d i m i e n t o . -
0 , 2  ml  de m u e s t r a  se i n c u b a n  con 1 ml  de r é a c t i v é  -  
de g l u c o s a  ox i da  sa d u r a n t e  una h o r a  a 37 8C . ( e x t i n c i ô n  t o t a l ) .  
La a b s o r c i ô n  Fué m e d i d a  a una l o n g i t u d  de onda de 425  nm.
Cu rv a p a t r ô n . -
A p a r t i r  de una s o l u c i ô n  p a t r ô n  de g l u c o s a  1 mffl 
( 1 8 , 0  mg. de g l u c o s a  A n a l a r  en 1 0 0  ml de a gua d e s t i l a d a ) ,  se 
toman d i s t i n t o s  v o l u m e n e s  y se c o m p l e t a n  con agua d e s t i l a d a  -  
h a s t a  0 , 2  m l . ,  s i g u i o n d o  a c o n t i n u a c i o n  e l  mé t od o  i n d i c a d o .
La c u r v a  p a t r ô n  se r e p r é s e n t a  g r é f i c a m e n t e  l l e v a n ­
do en a b s c i s a s  l a s  d i s t i n t a s  c o n c e n t r a c i o n e s  de g l u c o s a  t o m a ­
das y en o r d e n a d a s  l a s  u n i d a d e s  de a b s o r c i ô n  o b t e n i d a s  a l  
l e e r  a l a  l o n g i t u d  de onda de 4 25  nm. ( F i g . 7 ) .
P a r a l e l a m e n t e  en cada v a l o r a  c i ô n ,  se l l e v a n  b l a n c o s  
de r e a c t  i v o  y p a t r ô n  de g l u c o s a  en l a s  mismas c o n d i c i o n e s  que  
e l  p r o b l e m a .
61.
Vol umen ( ^ 1 . )  C o n c e n t r a c i ô n  ( / j m o l e s )  L e c t u r a  ( U . A . )
5 0 , 0 0 5 0 , 0 3 5
10 0 , 0 1 0 0 , 080
2 0 0 , 0 2 0 0 , 160
25 0 , 0 2 5 0 , 2 1 0
50 0 , 0 5 0 0 , 4 0 0
75 0 , 0 7 5 0 , 5 7 0
1 0 0 0 , 1 0 0 0 , 7 8 0
DLTERni INACIÜN DE CA RBOH lORA TDS . -
l ï létodo de T r e v e l y a n  y H a r r i s o n  ( 1 9 5 2 ) .
R e a c t  i v o  de A n t r o n a . -
A 2 00  m l .  de agua d e s t i l a d a  se l e  a g r e g a n  l e n t a m e n -
t e  y cnn a g i t a c i ô n ,  5 0 0  m l .  de SO^H^ c o n c e n t r a d o .  A c o n t i n u a -
c i ô n  0 , 2  gramos de a n t r o n a  se d i s u e l v e n  on 1 0 0  m l .  de e s t a  - -
m e z c l a  .
P r o c e d i m i e n t o . -
A 0 , 6  m l .  de p r o b l e m a  se l e  a n a d e n  3 m l .  de r é a c t i ­
vé de a n t r o n a ,  a g i t e r  l i g e r a m e n t e  y h e r  v i r  d u r a n t e  1 0  m i n u t  o s , 
v o l v e r  a a g  i  t  a r  l o s  t u b o s  y d e j a r  e n f r i a r  a t e m p e r a t u r a  ambicr i  
t e .  L e e r  en e l  e s p e c t r o f  o t ô m e t r o  a una l o n g i t u d  de onda de - -  
660 nm. P a r a l e  l a m e n t e  a cada v a l o r a  c i ô n  se l l e v a n  b l a n c o s  de 
r e a c t  i v o  y de p r o b l e m a  a s i  como p a t r o n e s  de g l u c o s a ,  en l a s  -  
mismas c o n d i c i o n e s  d e l  p r o b l e m a .
Cu rv a p a t r ô n . -
A p a r t i r  de una s o l u c i ô n  p a t r ô n  de g l u c o s a  1 mlïl, -  
( 1 8  mg.  de g l u c o s a  en 1 00  m l .  de agua d e s t i l a d a ^  La c u r v a  p a ­
t r ô n  se r e p r é s e n t a  g r a  f i c a m e n t e ,  l l e v a n d o  en a b s c i s a s  l a s  d i £
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t i n t a s  c oncf! n t  r a  c l o n e  s de g l u c o s a  e x p r e s a d a s en (Jtnoles ;
o r de  na da s l a s  u n I d a  des de a b s o r c i ô n o b t e n l d a s . ( F l g . O )
Uol umen ( m l . ) C o n c e n t r a c i ô n ( ( j m ol e s ) L e c t u r a
0 ,  05 0 , 0 5 0 , 060
G, 10 0 , 1 0 0 , 1 1 5
0,  15 0 , 1 5 0,  190
D, 20 0 , 2 0 0 , 2 2 0
0 , 2 5 0 , 2 5 0 ,  270
0 , 3 0 0 , 3 0 0 , 3 0 0
0 , 3 5 0 , 3 5 0,  3 40
0 , ^ 0 0 , 4 0 0 , 3 9 0
0,  45 0 , 4 5 0 ,  440
0 , 5 0 0 , 5 0 0 ,  4 60
0 , 60 0 , 6 0 0 , 5 6 0
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00
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OBTENCIDN ÜE EXTRACTO DE M I C E L I O . -
E1 e x t r a c t o  de m i c e l i o  d e l  hongo e s t u d i a d o ,  se o b -  
t i e n e  a p a r t i r  de c u l t i v a s  a u t o l i z a d o s .
Una v e z  s e p a r a d o  e l  m i c e l i o  d e l  l i q u i d e  de c u l t i v o  
po r  f i l t r a c i ô n  a v a c i o ,  se l a v a  v a r i a s  v e c e s  con a gua d e s t i l £  
da y se pone a c o n g e l a  r  a - 2 Q 9 C .  E l  m i c e l i o  congé l a  d o,  se t  r ^
t u r a  en un m o r t e r o  que se c o l o c a  s o b r e  una m e z c l a  f r i g o r i f i c a
de h i e l o ,  a l c o h o l  y C l N a .  E l  t i e m p o  de t r i t u r a c i ô n ,  v a r i a  con
l a  e da d d e l  m i c e l i o ,  y se e f e c t u a  h a s t a  que se p r o d u c e  l a  de -
s i n t e g r a c i o n  d e l  mi smo.  Una v e z  t r i t u r a d o ,  se e x t r a s  con 6 ml 
de t ampon c i t r a t o - F  os F a t o - b o r a t e  0 , 0 5  lïl. de pH 5 , 5 .  A o o n t i -  
n u a c i ô n  se c e n t r i F u g a  a 3 0 0 0  r . p . m .  d u r a n t e  30 m i n u t e s .  Se re  ^
coge e l  s o b r e n a d a n t e ,  y en é l ,  se v a l o r a n  l a s  a c t  i v i d a d e s  e n -  
z i m a t i c a s  e x i s t a n t e s  p o r  l e s  m é t o d os  ya i n d i c a d o s .
66.
OBTENCION DE ENZIHflAS L I T I C A S . -
B o t r y t i s  c L n e r e a  f u e  c r e c i d o  en c u l t i v o  e s t a c i o n a - -  
r i o  a 2 6 9 C ,  an  m a t r a c e s  de 1 0 0 0  rfiL de c a p a c i d a d ,  con 2 0 0  m l .  
de m e d i o  de c u l t i v o .
Los c u l t  i v o s  a u t o l i z a d o s  se F i l t r a r o n  a t r a v e s  de -  
un d i s c o  de p a p e l  de f i l t r o  (lUatman nS 1 ) ,  c o l o c a d o  en e l  fori  
do de un embudo B u c h n e r ,  e j e r c i e n d o  s u c c i o n  m e d i a n t s  v a c i o . En 
e s t o s  f i l t r a d o s  se p r e c i p i t a b a n  l a s  p r o t e i n a s  e x i s t a n t e s  con 
^ c i d o  t ë n i c o  a l  1% s e gu n  e l  m et od o de S h i b a t a  y N i s i z a u i a  - - -  
( 1 9 6 5 ) ,  d e j a n d o s B  a 40C d u r a n t e  dos h o r a s .  A c o n t  i n u a c i o n  y -  
s i n  v a r i a r  l a  t e m p e r a t u r a  d e l  p r e c i p i t a d o  se s e p a r a b a  p o r  ceri 
t r i f u g a c i o n  a 6 0 0 0  r . p . m .  E l  s e d i m e n t o  o b t e n i d o  se l a v o  3 v e ­
ces con a c e t o n a  M e r c k  a 4QC. y se s e co  p or  una c o r r i e n t e  de -  
a i r e  F i l t r a d o .  A c o n t  i n u a c i o n  se g u a r d o  en F r a s c o  t o p a c i o  y a 
4 9 C .
VALORACICN PE LAS DIFERENTES ACT IUI DADE5  ENZ IMAT I C A 5 . -
En e s t o s  p r e c i p i t a d o s  se d e t e r m i n a r o n  l a s  a c t  i v i d a ­
des e n z i m ^ t i c a s  e x i s t a n t e s  p o r  1 os mét odos ya d e s c r i t o s .
On m i l i g r a m o  de p r e c i p i t a d o  de p r o t e i n a s ,  se d i s o l -  
v i a  con a g i t a c i ô n ,  en un m l .  de t ampon c i t r a t o - F o s F a t o - b o r a t o  
0 , 0 5  lïl de pH 5 , 5 .  A c o n t i n u a c i ô n  e s t a  s o l u c i o n  se F i l t r a b a  -  
a t r a v é s  de un F i l t r o  lïl i l l  i p o r e  e s t e r i l  GS 0 , 2 2  p m. ,  l l e v é n d o  
se a c abo  en e s t e  F i l t r a d o  l o s  a n é l i s i s  e n z i m é t i c o s  c o r r e s p o j i  
d i e n t e s .  E s t o s  a n é l i s i s  se r e a l i z a r o n  p e r i o d i c a m e n t e ,  p a r a  —  
c o n t r ô l e r  l a  e s t a b i l i d a d  de l a s  e n z i m a s  a 4 9 C .
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08 TEN CI  UN DE PAREUE5 CELULARE ) . -
P a r  l a s  c a r a c t e r i s t i c a s  e s p e c i a l e s  de B o t r y t i s  c i n e -  
r e a , ha î . i d o  n e c e s a r i o  a d a p t a r  e l  m et od o g e n e r a l  de o b t e n c i o n  
de p a r e r l e s  pa ra  e s t e  hongo en c o n c r e t e .
B a s a nd on os  en  e l  met od o de A l b e r s s o n  ( 1 9 6 7 )  de s ep£  
r a c i ô n  de p a r t i c u l e s  de d i f e r e n t e s  p r o p i e d a d e s  s u p e r f i c i a l e s  
en dos Cases de p o l i m e r o s ,  d e x t r a n o  y p o l  i e t  i l e n g l  i c o l , se iri  
t e n t a r o n  s o p a r a r  l a s  e s p o r a s  de l a  s p a r e d e s  p o r  l a  a p 1 i c a  c i  ôn 
de e s t e  m é t o d o .  Se comprobo que c uando l a s  p a r e d e s  se l a u a b a n  
con a g i t a c i ô n  m a g n é t i c a  r é p  i d a  s u s p e n d i d a s  en l a s  dos s o l u c i c i  
ne s de D e x t r a n o  5 0 0  o p o l  i e t  i l e n g l  i c o l  6 0 0 0 0  a l  20/o en a g u a ,  
l a s  e s p o r a s  se s e p a r a b a n  de las p a r e d e s ,  e l  im i n é n d o s e  p o s t e r i o r  
m e n t e  p o r  e n n t r i f u g a c i 6 n . De l a s  dos s o l u c i o n e s  de p o l i m e r o s  
e m p l e a d a s ,  l a  de m e j o r  r e s u l t a d o s  Fué l a  de D e x t r a n o  5 00  a l  -  
2 0 ,  ^ en s o l u c i o n  a c u o s a ,  s i e n d o  l a  sepa ra  c i  on mucho mas r é p i d a .  
E s t o s  p o l i m e r o s  t i e n e n  l a  u e n t a j a  de que a l  se r  b i o l o g i c a m e n -  
t e  i n e r t e s ,  no a l t e r a n  l a  c o m p o s i c i ô n  de l a s  p a r e d e s  d e l  h o n ­
g o.
E l  p r o c e d i m i e n t o  s e g u i d o  f u é :
1 . -  S é p a r a  e l  m i c e l i o  d e l  l i q u i d e  de c u l t i v e  p o r  c e n t r i f u g a - -  
c i o n  o F i l t r a c i ô n ,  y l a v a r  v a r i a s  v e c e s  con agua d e s t i l a -  
da .
2 . -  C o n g e l a  r  e l  m i c e l i o  a - 2 0 9 C  y t r i t u r a r l o  c o n g e l a  do en un 
m o r t e r o  que se c o l o c a  s o b r e  una m e z c l a  f r i g o r i f i c a  ( H i e l o  
a l c o h o l  y C l N a ) .  E s t a  o pe r a  c i ô n  se r e a l i z e  e l  t i e m p o  suF^  
c i e n t c  p a r a  que se p r o d u z c a  l a  d e s i n t e g r a  c i ô n  d e l  m i c e l i o .
3 . -  A g i t a c i ô n  m a g n é t i c a  de l a s  p a r e d e s  en s o l u c i o n  de D e x t r a ­
no 5 0 0  a l  2 0% en s o l u c i o n  a c u o s a ,  d u r a n t e  12 h o r a s .
E s t a  ope ra c i o n  se e f e c t u ô  p a r a  s e p a i a r  l a s  e s p o r a s  de l a s  
p a r e d e s  d e l  h o n g o .
68.
4 . -  C e n t r i f u q a r  a 6 0 0 0  r . p . m .  d u r a n t e  15 m i n u t o s .
5 . -  L a v a r  con agua d e s t i l a d a  con a g i t a c i ô n  m a g n é t i c a  d u r a n t e
2 m i n u t o s ,  c e n t r i f u g a n d o  a c o n t i n u a c i ô n  d u r a n t e  15 m i n u - -  
t o s  a 6 0 0 0  r . p . m .  E s t a  o pe r a  c i ô n  se r e p i t e  5 v e c e s ,  mante^ 
n i e n d o s e  l a  t e m p e r a t u r a  a 4 9 C.
6 . -  E x t r a e r  con t ampon a c e t a t o  pH 5 , 5  0 , 0 5  M, a 4QC.  P a r a  e s t o  
SB s us p e n d e n  l a s  h i f a s  en e s t e  t ampon,  y se rompen en un 
d e s i n t e g r a d o r  u l t r a s o n i c o  MISE m o d el o  lïlK^» 1 50  lu, a 132 m_i 
c r o n e s ,  d u r a n t e  un p é r i o d e  de 5 a 10 m i n u t o s ,  en i n t e r v a -  
l o s  de 1 m i n u t o  de s o n i c a c i ô n ,  s e g u i d o s  de 2 m i n u t o s  de -  
d e s c a n s o  ( r e f r i g e r a c i ô n  d e l  v é s t a g o ) . E l  v aso con e l  p r o ­
bl ems  se m a n t i e n e  r e f r i g e r a d o  a 49 C.
7 . -  L a v a r  con agua d e s t i l a d a ,  a g i t a c i ô n  m a g n é t i c a  y p o s t e r i o r  
c e n t r i f u g a c i ô n ,  cnmo ya se ha e x p l i c a d o .
8 . -  S u s p e n d e r  e l  m i c e l i o  en s o l u c i ô n  de D e x t r a n o  5 00  a l  20% -  
en s o l u c i ô n  a c u o s a ,  y l a v a r  con a g i t a c i ô n  m a g n é t i c a  r é p i -  
da y s o n i c a n d o  en e l l a  d u r a n t e  5 m i n u t o s  en i n t e r v a l e s  de 
1 m i n u t o .  E s t e  29 paso en D e x t r a n o  f u é  n e c e s a r i o  p a r a  s e -  
p a r a r  e l  c o n t e n i d o  c i t o p l é s m i c o  de l a s  p a r e d e s ,  ya que en 
l a  p r i m e r a  s o n i c a c i ô n ,  e l  c o n t e n i d o  c i t o p l a s m i c o  queda ac[ 
h e r i d o  a l a  p a r t e  e x t e r n a  de l a s  p a r e d e s .
9 . -  L a v a r  con agua d e s t i l a d a  con a g i t a c i ô n  m a g n é t i c a  y p o s t e ­
r i o r  c e n t r i f u g a c i ô n ,  como ya se ha i n d i c a d o ,  p a r a  e l i m i - -  
n a r  l o s  r e s t e s  de D e x t r a n o  y de c o n t e n i d o  c i t o p l a s m i c o .
1 0 . -  L a v a r  en f r i o ,  a 4SC,  con C l Na  0 , 1  Ml y n ue v a m e n t e  con a g u i  
d e s t i l a d a ,  h a s t a  a r r a s t r a r  t o d o s  l o s  r e s t o s  de C l N a .
1 1 . -  O b s e r v a r  p e r i o d i c a m e n t e  a l  m i c r o s c o p i o ,  p a r a  c o m pr o ba r  - -  
c uando l a s  p a r e d e s  e s t a n  l i m p i a s  de t o d o  c o n t e n i d o  c i t o - -  
p l a s m é t  i c o .
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1 2 . -  Una VBz l i m p i a s  l a s  p a r a d e s ,  se l a v a n  con a c e t o n a  f r i a  a 
49 C,  p o r  c e n t r i f u g a c i o n ,  y se s e c a n  con una c o r r i e n t e  de 
a i r e  f i l t r a d o .  Se c o n s e r v a n  en  n e u e r a  en f r a s c o  t o p a c i o ,  
a 4 ° C .
PE TERMINA Cl  ON PE LAS ACTI l / I DADES E NZ IHflA T I CA S PE LAS PARTiJES 
" I N  S I T U " .
Las p a r e d e s  se s u s p e nd e n  en t ampon c i t r a t o - f o s f a t o -  
b o r a t o  0 , 0 5  M de pH 5 , 5  (1  m g . / I  m l . ) .  A e s t a  s u s p e n s i o n  se -  
l e  a g r e g a  1 m l .  d e l  s u s t r a t o  c o r r e s p o n d i o n t e  p a r a  l a  determj ^  
n a c i é n  de cada una de l a s  a e t  i v i d a  des e n z i m â t i c a s .  De spu es  de 
p a r a r  l a  r o a c c i ô n  e n z i m é t i c a ,  como se ha d e s c r i t o ,  l a s  p a r e - -  
des se s e p a r a n  p o r  c e n t r i f u g a c i ô n ,  p a r a  l l e u a r  a cabo l a s  va -  
l o r a c i o n e s  c o l o r i m é t r i c a s  c o r r e s p o n d i e n t e s .
ÇALCULO DEL GRADO DE A ü T O L I S I S .
E l  g r a d o  de a u t ô l i s i s  a l c a n z a d o  p o r  e l  hongo a 1 o -  
l a r g o  d e l  p e r i o d o  de i n c u b a c i ô n ,  se c a l c u l a  p o r  l a  p é r d i d a  de 
peso s e c o  que e x p e r i m e n t s  e l  m i c e l i o  a p a r t i r  d e l  peso maximo  
a l c a n z a d o ,  y se e x p r e s a  en %.
P a r a  c a l c u l a r  e l  p eso s e c o  de l a s  m u e s t r a s ,  e l  m i c £  
l i o  se s é p a r a  d e l  l i q u i d e  de c u l t i v o  m e d i a n t e  f i l t r a c i ô n  a va^  
c i o  y una vez  l a  va do con agua d e s t i l a d a  se sec a en e s t u f a  a 
809C d u r a n t e  24 h o r a s ,  que es e l  t i e m p o  n e c e s a r i o  p a r a  que e l  
peso s ec o d e l  m i c e l i o  sea c o n s t a n t e .
70.
DEGRAÜACIÜN DE PAREüES CELULARES.
i nétodo de Hughes ( 1 9 7 1 ) ,  a d a p t a d o  p o r  Reyes y B y rd e
( 1 9 7 3 ) .
A s u s p e n s i o n e s  de p a r e d e s  de d i f e r e n t e s  e da d e s  ( p r £  
v i a m e n t e  d i s g r e g a d a s  p o r  s o n i c a c i ô n  d u r a n t e  1 m i n u t o )  que cori 
t i e n e n  1 m g . / l  m l .  en t ampôn c i t r a  t o - f  o s f a t o - b o r a t o  0 , 0 5  lïl de 
pH 5 , 5 ,  SB l e s  a g r e g a  1 ml. de l a  s o l u c i ô n  f i l t r a d a  de enz i tna  
( 1  mg /1  ml  de t ampôn c i t r a t o - f o s f a t o - b o r a t o  0 , 0 5  lïl de pH 5 , 5 )  
o b t e n i d a s  a p a r t i r  de c u i t  i v o s  a u t o l i z a d o s  d e l  p r o p i o  hongo y 
0 , 1  ml  de s o l u c i ô n  de a z i d a  s ô d i c a  0 , 0 2  lïl ( c o n c e n t r a c i ô n  f i - -  
n a l  0 , 5  mlïl) . La s o l u c i ô n  a s i  p r e p a r a d a  se pone a i n c u b a  r  en -  
t u b o s  e s t e r i l e s  a 379C d u r a n t e  un p é r i o d e  de 120 h o r a s . J u n t o  
con l o s  t u b o s  p r o b l è m e  se ponen b l a n c o s  de p a r e d e s  h e r v i d a s  y 
s i n  h e r v i r  a i n c u b a  r  en l a s  mismas c o n d i c i o n e s .
E l  c r i t e r i o  s e g u i d o  en l a  m ed i da  de l a  l i s i s  de l a  
p a r e d  c e l u l a r  f u é  e l  d e c r e c i m i e n t o  de l a  d e n s i d a d  ô p t i c a  a d^  
f e r e n t e s  t i e m p o s  de i n c u b a  c i ô n .  ( Las l e c t u r a  s se e f e c t u a r o n  
a una l o n g i t u d  de onda de 675 nm. ) .
P e r i o d i c a m en te  l o s  h i d r o l i z a d o s  se some t e n  a c o n t r o l  
m i c r o c c ô p i c o ,  p a r a  d e t e c t a r  c u a l q u i e r  c o n t a m i n a c i ô n .
L I S I S  DE LAS PAREDES CELULARES.
E s t e  p r o c e s o  se l i e v ô  a c abo p o r  e l  m ét od o a n t e r i o £  
me nt e d e s c r i t o .
D espues de 1 20  h o r a s  de i n c u b a c i ô n ,  l o s  h i d r o l i z a - -  
dos f u e r o n  a n a l i z a d o s  p a r a  d e t e r m i n a r  l o s  a z u c a r e s ,  a m i n o a z û -  
c a r e s  y o l i g o s a c é r i d o s  s o l u b i l i z a d o s  de l a  p a r e d .
71.
Las d e t e r m i n a c i o n e s  l i e v a d a s  a cabo F u e r o n  l a s  s i -
guientes :
-  S u s t a n c i a s  r e d u c t o r a s  
lYlétodo de Somogyi  y N e l s o n .
-  G l u c o s a
M et o d o  de g l u c o s a  ox i d a  s a .
-  N - a c e t i l q l u c o s a m i n a  
M e t o d o  de T r a c e y .
-  P o l  i s a c é r  i 'dos t o t a l e s  
M é t o do  de l a  a n t r o n a .
72.
DETERIYIINACION DE LAS CA RA C TE R I ST I CA 5 CI NET ICAS PE LÜ3 ENZIMAS
Se d e t e r m i n e  e l  e f e c t o  d e l  pH s o b r e  l a  a c t  i  v i d a  d e_n 
z i m é t i c a ,  l a  v a r i a c i o n  de l a  a c t  i v  i d a  d e n z i m é t i c a  c on l a  c o n ­
c e n t r a c i ô n  d e l  e n z i m a ,  y p o r  e l  m et od o g r a f i c o  de L i n e u i e a v e r -  
B u r k ,  l a  Km y l a  v e l o c i d a d  m éx i m a.
pH ô p t i m o  de l a  a c t  u n c i ô n  d e l  e n z i m a . -
Ca n t  i d a  des de t er m i n a  da s de l i q u i d e  de c u l t i v o  y de 
s u s t r a t o  d i s u e l t o  en t ampôn c i t r a t o - f o s f a t o - b o r a t o  0 , 0 5  M en  
urta e s c a l a  de v a l o r e s  de pH c o m p r e n d i d o s  e n t r e  2 , 5  y 9 ,  v a - -  
r i a n d o  e s t o s  pH de 0 , 5  en 0 , 5  u n i d a r i e s ,  se i n c u b a r o n  a 379C  
d u r a n t e  un t i e m p o  d e t e r m i n a d o  p a r a  cada p r o b l e m s .  P a r a l e l a - -  
m en te  se l l e v a b a n  l o s  c o n t r ô l e s  de s u s t r a t o  y de l i q u i d e  de -  
c u l t i v o  c o r r e s p o n d i s n t e s  a cada m u o s t r a .
R e p r é s e n t a n d ü  gra  f  i c a m e n t e  en a b s c i s a s  1 os d i f e r e n -  
t e s  v a l o r e s  de pH y en o r d e n a d a s  l a s  a e t  i v  i d a  de s e s u e c i f  i c a  s 
o b t e n i d a s ,  se o b s e r v a  c l a r a m e n t e  e l  pH o p t i m o  de a c t u a c i ô n  de 
cada e n z i m a .
V a r i a c i ô n  de l a  a c t i v i d a d  e n z i m â t i c a  con l a  c o n c e n t r a c i ô n  d e l  
e nz  i m a . -
Se de t e r m i n é  t omando d i f e r e n t e s  c o n c e n t r a c i o n e s  d e l  
e n z i m a  ( de 50 a 6 0 0  jul  de m u a s t r a )  e i n c u b a n d o  con una d o t e £  
m i n a  da c a n t  i d a d  de s u s t r a t o  d i s u e l t o  en t ampô n c i t r a t o - f o s f a -  
t o - b p r a t o  0 , 0 5  M, a l  pH ô p t i m o  de cada e n z i m a .
La r e p r e s e n t a c i ô n  g r é f i c a  l l e v a n d o  en a b s c i s a s  l a  -  
c o n c e n t r a c i ô n  e nz ima t i  ca y en o r d e n a d a s  l a s  a e t  i v i d a  des e s p e -  
c i f i c a s ,  nos da l a  p r o p o r c i o n a l i d a d  e n t r e  e s t a s  dos v a r i a b l e s  
y e l  l i m i t e  en o l g u n o s  ca ses rie e s t a  prop o r c i o n 11 i d a d ,
73.
P e t e  rm i  no c i  ôj£_f le l a  Km ( c o n s t a n t e  de lYi ichael  i s - ni enben)  y l a  -
v e l o c i dad m i x ima ( V m ) . -
M ét o d o  g r é f i c o  de L i n e m e a v e r - B u r k .
D i f e r e n t e s  c o n c e n t r a c i o n e s  de s u s t r a t o ,  d i s u e l t o  en 
t ampo n c i t r a t o - f  o s f a t o - b o r a t o  0 , 0 5  lïl, a l  pH o p t i m o  de cada e £  
z i m a ,  se i n c u b a  r o n  con una d e t e r m i n a r i a  c o n c e n t r a c i ô n  de e n z i ­
ma ( 1  m g / l  m l . ) .
R e p r e s e n t a n d o  g r a  f i c a m e n t e  en o r d e n a d a s ,  e l  i n v e r s o  
de l o s  v a l o r e s  de l a  a c t i v i d a d  e n z i m é t i c a  y en a b s c i s a s  e l  iri  
v e r s o  de l a s  c o n c e n t r a  c l o n e  s de s u s t r a t o ,  se o b t i e n e  una 1 i - -  
nea r e c t a  cuya i n t e r s e c c i o n  s o b r e  e l  c u a d r a n t e  n e g a t i v e  de l a  
a b s c i s s  d é t e r m i n a  un v a l o r  de -  l / K m .
E l  p u n t o  de i n t e r s e c c i o n  de l a  r e c t a  con l a  o r d e n a -  
da nos da l a  i n v e r s a  de l a  v e l o c i d a d  méxima ( l / U m ) .
74.
FILTRACI ON EN GEL CON SEPHAQEX. -
La F i l t r a c i ô n  en g e l ,  e t np ie za  a i n t r o d u c i r s e  como -  
t e c n i c a  de l a b o r a t o r i o ,  c uando a p a r e c e  e l  Se pha de x en 1 9 5 9 .  -  
E l  Se pha de x  es un d e x t r a n o  m o d i f i c a d o .  Las m a c r o m o l é c u l a s  de 
d e x t r a n o  Forman una r e d  t r i d i m e n s i o n a l  de c a d e n a s  de p o l i s a c a _  
r i d o s  c r u z a d a s .  E l  S e p h a d e x ,  se i n t r o d u j o  p a r a  l a  s é p a r a  c i ô n  
y f r a c c i o n a m i e n t o  de m o l é c u l e s  s egu n su t a m a H o .  E l  Se pha de x -  
se u t i l i z a  p a r t i c u l a r m e n t e  con s u s t a n c i a s  de o r i g e n  b i o l ô g i c o  
l a s  c u a l e s ,  a menudo son muy l a b i l e s .
P o r  su a l t o  c o n t e n i d o  en g r u p o s  h i d r o x i l i c o s ,  e l  Se^  
phadex es f u e r t e m e n t e  h i d r o F  f l i c o ,  y l o s  g r a  nos de S e p h a d e x ,  
se h i n c h a n  c o n s i d e r a b l e m e n t e  en a gua y s o l u c i o n e s  e l e c t r o l f t ^  
ca s .
Un p r o c e s o  de f i l t r a c i ô n  en g e l  puede d e s c r i b i r s e :  
Las m o l é c u l e s  mas g r a n d e s  que l o s  p o r 08  h i n b h a d o s  de l o s  g r a -  
nos de S e p h a d e x ,  no p ueden p e n e t r a r  en l a s  p a r t i c u l m s  d e l  g e l  
y p a s a n  a t r a v e s  de l a  r é s i n a  a r r a s t r a d a s  p o r  l a  f a s e  l i q u i d a .  
E s t a s  m o l é c u l e  s son l a s  p r i m e r a s  que e l u y e n .  Las m o l é c u l a s  
mas p e q u e R a s ,  s i n  e mb a rg o,  p e n e t r a n  en l a s  p a r t i c u l a s  d e l  g e l  
de a eue r d o  con su tamaRo ; de e s t a  f or ma  l a s  m o l é c u l a s  e l u y e n  
de a c u e r d o  con su tamaRo y p eso m o l e c u l a r .  De a c u e r d o  con e s ­
t e  p r o c e s o ,  p r i m e r o  s a l d r a n  l a s  m o l é c u l a s  de ma yor  t am aRo,  y 
a me di da  que son a r r a s t r a d a s  p o r  l a  f a s e  l i q u i d a  s a l d r a n  l a s  
de tamaRo m e n o r .
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Cuando t o d a s  l a s  m o l é c u l a s  ha n s i d o  e l u d i d a s , l a  c o -  
l umna do 5 op ha d ex  que da  p r e p a r a d a  p a r a  o t r o  e x p e r i m e n t o .  La 
r e q e n e r a c i ô n  a u t o m é t i c a ,  es una de l a s  v e n t a  j a  s de l a  F i l t r a ­
c i ô n  en g e l :  l a  misma c o l u m n a ,  puede s e r  usa d a , g e n e r a I m e n t e ,  
p a n  un g r a n  numéro de e x p e r i m e n t o s .
P r o c e d i m i e n t o . -
M u e s t r a s  de 1 m g / l  m l ,  se i n t r o d u j e r o s  en una colum  
na ( P h a r m a c i a  K 2 5 / 4 0  y K 2 5 / 1 0 0 )  de Se pha de x G 1 0 0 ,  p r e v i a -  
m en te  e q u i l i b r a d a  con t ampô n c i t r a t o - f o s f a t o - b o r a t o  0 , 0 5  M de 
pH 5 , 5 .  La v e l o c i d a d  de e l u c i ô n  de 4 m l / h o r a .  Las f r a c c i o n e s  
r e c o g i d a s  e r a n  ap r o x  ima dame n t e  de 2 m l .  La co l umna  f u é  e q u i l _ i  
b r a d a  p r e v l a m e n t e  con D e x t r a n  b l u e  c uyo Pm es 2 . 000 00 0.
E l  c o n t e n i d o  de p r o t e i n a s  de cada f r a c c i ô n  f u é  de -  
t e  rm i n a  do a u t o m a t i c a m e n t e  en un e s p e c t r o f o t ô m e t r o  con r e g i n L r o  
i n c o r p o r a d ü  a l  c o l e c t o r  de f r a c c i o n e s . ( I s c o  3 2 3 ;  U . A . 5 )
P o s t B r i o r m e n t e , se d e t e r m i n a r o n  l a s  a c t  i v  i d a  de s e n -  
z i m a t  i c a  s e x i s t a n t e s  p o r  l o s  m ét od o s  ya d e s c r i t o s .
76.
CRDIÏIATOGRAFIAS
P a r a  c a r a c t e r i z a r  s u s t a n c i a s ,  e x i s t e  un mét odo que 
en l a  p r a c t i c e  r é s u l t a  muy s e n c i l l o ,  y que c o n s i s t e  en com-  
p a r a r  e l  cami n o  r e c o r r i d o  p o r  l a s  s u s t a n c i a s  p r o b l e m a  y e l  -  
r e c o r r i d o  p o r  l a s  s u s t a n c i a s  c o n o c i d a s  ( p a t  r o n e s ) .
En n u e s t r o  c a s o ,  hemos u t i l i z a d o  e s t e  mé t od o ,  e x -  
t r a y e n d o  a n t e s  de a p i i c a r  e l  p r o b l e m a ,  l a s  s a l e s  con p i r i d i -  
n a^ c-ià- f ^
D i s o l v e n t e  u t  i l i z a d o . -
E l  d i s o l v e n t e  u t i l i z a d o  Fué n - b u t a n o l ,  a c i d o  a c e t j .  
co g l a c i a l  y a g u a ,  en l a s  p r o p o r c i o n e s  4 0 0 : 1 0 0 : 2 2 0  v / v ,  r e c £  
mendado p o r  B l o c k ,  1 9 5 8 .  E l  p a p e l  u t i l i z a d o  f u é  l i lhatman nO 1 .
T e c n i c a . -
Se s i g u e  l a  t é c n i c a  c r o m a t o g r a f i c a  d e s c e n d e n t e ; p£  
r a  o b t e n e r  una bue na sepa ra  c i ô n  s e g u i mo s  e l  mét odo de m u l t i ­
p l e  d e s a r r o l l o ( J e a n e s , 1 9 5 1 ) :  i n t r o d u c i m o s  e l  c ro ma t o g r a m a  -  
e n l a  c éma ra  y a l a s  48 h o r a s  se s a c a .
Re v e l a  d o . -
E l  r e v e l a d o  se h i z o  segun e l  m é t o d o  de T r e v e l y a n
( 1 9 5 0 ) ,  i m p r e g n a n d o  e l  c r o m a t o g r a m a  en s o l u c i o n  de NO^Ag 
( 0 , 1  ml  de s o l u c i ô n  s a t u r a d a  de NO^Ag en 20  ml de a c e t o n a  y 
a c o n t i n u a c i ô n  una s g o t a s  de agua d e s t i l a d a  h a s t a  que d es a p^  
r e c e  e l  p r e c i p i t a d o  f o r m a d o ) .  A c o n t i n u a c i ô n  se p u l v e r i z e  e l  
c r o m a t o g r a m a  con una s o l u c i ô n  0 , 5  N de NaOH en e t a n o l  de 96%,  
P ar a  e v i t a r  e l  e n v e j e c i m i e n t o  d e l  c r o m a t o g r a m a  con e l  t i e m p o ,  
se f i j a n  l a s  ma n ch as ,  s i g u i e n d o  l a  t é c n i c a  de l U h i s t l e r  y tliol  ^
f  r  on ( 1 9 6 2 ) ,  i n t  r  oduc i e n d o  e s t e  en un barlo de NH^OH 6N ( 3  ce 
agua y 1 de N H^ OH) , l a v a r  con a gua a b o n d a n t e  y d e j a r  se ca r .
77.
EXPER l iDCNTUS EN PLANTAS DE JUÜIA . -
G e r m i n a c i o n  rie sem i l l a s . -
Las sem i l l a s  de jud ia (Phas e o l  us v u l q a r i ^ s t e r i l i z a n  
i n t r o d u c l e n d o l a s  en una s o l u c i o n  que c o n t i e n s :
C l  Hq . . . . . . .  2 gramos
Cl  H .............. . ' ______7 m l .
H g 0 d e s t i l a d a . .  1 l i t r e
En e s t a  s o l u c i o n ,  se a g i t a n  l a s  j u d i a s  s ua u e m e nt e  d u r a n t e  10 
m i n u t o s .  L ue go ,  l a s  sem i l l a s  se l a v a n  3 o 4 v e c e s  con agua  
d e s t i l a d a  e s t e r i l .
Una vez  e s t e r i l i z a d a s  l a s  s e m i l l a s ,  se v i e r t e n  en -
una p l a ç a  P é t r i  g r a n d e  con f i l t r o  y e s t e r i l i ^ a d a  p r e v i a m e n t e .
E l  f i l t r o  se m a n t i e n e  h u m e d e c i d o  c o n s t a n t e m e n t e  m e d i a n t e  l a  -  
a d i c i o n  rie p eq ue n as  c a n t  i d a d e s  de agua d e s t i l a d a  e s t e r i l .  La
p l a ç a  a s i  p r e p a r a d a ,  se i n c u b a  en e s t u f a  a 209C d u r a n t e  5 ------
d i a s ,  y de e s t a  f o r ma  y con l a  humedad se p r o d u c e  l a  g e r m i n a ­
c i o n  de l a s  sem i l l a  s .
C r e c i m i e n t o  de l a s  p l a n t a s . -
Las s e m i l l a s  ge rm i na  da s , se c o i o c a n  en m a c e t a s  con
a r e n a  l a v a d a  con CIH 1 N d u r a n t e  24 h o r a s  y n e u t  r a 1 i z a d a  p o s -
t e r i o r m e n t c  m e d i a n t e  l a v a d o s  con a g u a .
E l  r i e g o  de l a s  m a c e t a s ,  se l l e v a  a c abo cada 2 d i a s  
con 50 m l .  de una s o l u c i ô n  n u t r i t i v a  que c o n t  i e  ne :
NO^K ........................................................... 0 , 5 0 5  g r a m o s / l i t r o
( N O ^) ^ C a  ...............................................  0 , 8 2 0  ' g r a m o s / l i t r o
^ ^ 4 ^ 2 ^ ^ ' ^ ^ 2 ^  ....................................  0 , 2 0 8  g r a m o s / l i t r o
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SO^Mg.7HgO ....................................  0 , 3 7 0  g r a m o s / l i t r o
c i t  r a t  o f o r r i c o  ......................  0 , 0 2 4  g r a m o s / l i t r o
s u p l e m e n t a d a  con e l o m e n t o s  t r a z a  ( u n a  g o t a  p o r  l i t r o  de l a  s £
l u c i ô r ) :  Cl^lYIn.4H^0 ....................................  3 , 5  g r a m o s / l i t r o
S 0 ^ Z n . 7 H ^ 0 .......................................  1 , 1  g r a m o s / l i t r o
S O^ Cu .5H gO.......................................  0 , 2 3 4  g r a m o s / l i t r o
BO^H^ ..................................................  5 00  m g / l i t r o
mo .^ O^ ^( NH^ )g .4 HgO.................... 3 0 0  m g / l i t r o
A l  c abo  de 15 d i a s ,  l a s  p l a n t a s  de j u d i a  ban c r e c i d o ,  d an do  
2 0 3 h o j a s ,  y p ue de n  ya i n o c u l a r s e .
I n o c u l a c i ô n . -
S o l u c i o n  de e n z i m a s  de 80  d i a s  a una c o n c e n t r a c i ô n  
de 10 m g / l  m l .  se c o l o c a  medi a n t e  una e s c i s i ô n  en e l  t a l l o  de 
l a s  p l a n t a s  p r o b l a m a s ,  y en l a s  h o j a s  se c o l o c a  d es p ue s  de - -  
r a s p a r  l i g e r a m e n t e  su s u p e r f i c i e  con c u i d a d o  de no r o mp e r  su  
B s t r u c t u r a .
Las p l a n t a s  c o n t r o l  t i e  n e n l a s  mi smas h e r  i d a s , t a n -  
t  o en e l  t a l l o ,  com o en l a s  h o j a s ,  p e r o  no e s t a n  i n o c u l a  das  
con l a  s o l u c i o n  de e n z i m a s .
La s o l u c i ô n  d ef i nz ima s se hac e en t am po n  c i t r a t o - f o £  
f a t o - b o r a t o  de pH 5 ,  5 0 , 0 5  IÏ1. La ca n t  i d a d  de s o l u c i o n  de e n z ^  
ma d e p o s i t a d a  en e l  t a l l o  es de SUjA y an l a s  h o j a s  de 20
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MA CE RAC I ON ÜF, T E J I D O S . -
M e t o d o  de I s h i i ,  1 9 7 6 .
Los t e j i d o s  u e g e t a l e s  u t 1 1 I z a d o s  f u e r o n :  p a t a t a ,  -  
manzana y z a n a h o r i a .
1 , 2  gramos de t e j i d o  ( a p r o x i m a d  i me nt e 8 c u a d r i t o ë  
de 150  mg cada uno)  se c o i o c a n  en m a t r a c e s  de 1 00  ml  de c a p £  
c i d a d  con 1 4 , 4  ml  de t ampôn c i t r a t o - f o s f a t o - b o r a t o  0 , 0 5  M de 
pH 5 , 5  u n o s ,  y o t r o s  con 1 4 , 4  ml  de agua d e s t i l a d a . ( T o d o s  e £  
t o s  m a t r i c e s  con e l  m e d i o  se e s t e r i l i z a n ) . A cada m a t r a z ,  se 
l e  aPSaden ? ml  de s o l u c i ô n  de e n z i m a  ( l a  s o l u c i ô n  c o n t i e n s  
1 m g / m l ) . S i m u l t a n e a m e n t e  se l i e  va n b l a n c o s  de t ampôn y de -  
agua .
Los m a t r a c e s  se a g i t a n  a 160  r . p . m .  y 37 9c d u r a n t e  
14 h o r a s ,  en un a g i t a d o r - i n c u b a d o r  o r b i t a l  " G a l l e m k a m p ,  mod£
1 o I H ,  4 00"  ( I n g l a t e r r a ) .
A l  c abo de e s t e  t i e m p o ,  l a  r e a c c i ô n  se p a r a  f i l t r a j n
do e l  c o n t e n i d o  de l o s  m a t r a c e s  a t r a v e s  de un f i l t r o  de 24
mesh,  q u e  d e j a  p a s a r  s o l o  c e l u l a s  s i m p l e s .
U a l o r a c i o n e s  l i e v a d a s  a c abo  en e l  f i l t r a d o ;
-  Vol umen de c e l u l a s  s e d i m e n t a d a s .
-  V a l o r a c i ô n  de é c i d o  g a l a c t u r ô n i c o  ( M é t o d o  d e l  
ca r b a z o l ) .
-  C o n d u c t i v i d a d .
-  S u s t a n c i a s  r e d u c t o r a s  ( M é t o d o  de Somogyi  y N e l ­
son)  .
E l  t e j i d o  se l a v a  p r e v i a m e n t e  con una s o l u c i ô n  de az  i d a  
0 , 0 1  M.
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M é t o d o  d e l  C a r b a z o l
E s t e  mé t od o  se u t i l i z a  p a r a  u a l o r a r  é c i d o  g a l a c -
t u r â n i c o .
A 1 ml de l a  s o l u c i ô n  p r o b l e m a ,  que puede c o n t e  ne r  
de 5 a 100  / jg de a c i d e s  u r ô n i c o s  p o r  ml , se l e  aRa de n 6 
ml de a c i d o  s u l f û r i c o  c o n c e n t  ra  do,  e n f  r i a  ndo a l a  v e z .  E s ­
t a  m e z c l a  se c a l i e n t a  a l  baf lo m a r i a  h i r v i n n d o  d u r a n t e  20  
m i n u t o s ;  P o s t e r i o r m e n t e  se e n f r i a  h a s t a  t e m p e r a t u r a  ambiejn  
t e  y se l e  a h a d e n  0 , 2  ml  de s o l u c i ô n  de c a r b a z o l  a l  0 , 1 %  
en e t a n o l .  La m e z c l a  se a g i t a  con c u i d a d o  y se d e j a  de 10  
m i n u t o s  a 1 h o r a  como maximo a t e m p e r a t u r a  a m b i e n t s ,  p a r a  
que se d e s a r r o l l e  un c o l o r  r o s a c e o  que se l e s  en e l  e s p e c ­
t r o f  o t ô m e t r o  a 5 3 0  nm.
S i m u l t a n e a m e n t e  a l o s  t u b o s  p r o b l e m a s ,  se l i e  van  
b l a n c o s  de a g u a . y  de t a m p ô n .
( D i s c h e  c o l o r i m e t r i c  c a r b a z o l e  m e t h o d s .  K a b a t  and M a y e r ' s .
29 e d i c i ô n .  )
C o nd uc t  i v i d a d
La c o n d u c t i v i d a d  se mi de  en un c o n d u c t I m e t r o  " P h£  
l i p s ,  m o d e l o  PUJ 9 5 0 4 / 0 0 " ,  p r e v i a m e n t e  a j u s t a d o  con una s o l i i  
c i ô n  de ClK 0 , 1  N .
Los v a l o r e s  o b t e n i d o s  en r e s i s t i v i d a d  se p a s a n  a 
c o n d u c t i v i d a d ,  y se m u l t i p l i c a n  p o r  l a  i n v e r s a  d e l  f a c t o r  
c o n s t a n t e  que c o r r e s p o n d e  a l a  c é l u l a  d e l  c o n d u c t  i m et  r  o :
C = ——  . —— —  =„mhos/ cm
D e l
f =  1 , 4 6 .
0 1 .
E s t u ' l i o s  de c e l u l a s  m u e r t a s . -
Las c e l u l a s  p r o c e d e n t e s  de l o s  t e j i d o s  u e g e t n l e s  
se sutnergen en una s o l u c i ô n  que c o n t i e n e :
NO K 0 , 6  m 
Cl gCa 1 mlïl
Tampôn f o s f a t o  de pH 7 , 5  20 mlïl 
R o j o  n e u t  r o  0 , 0 1 %
D e s p u es  de 20 m i n u t o s ,  se q u i t a  e s t a  s o l u c i ô n  ( 1  ml )  y se 
i a  van l a s  c e l u l a s  con s o l u c i ô n  de N O^K 0 , 6  lïl ( 3 m l )  v a r i a s  
v e c e s .  Las c e l u l a s  m u e r t a s  se p ue de n  v i s u a l i z a r  d e b i d o  a 
que han p e r d i d o  su c a p a c i d a d  de a c u m u l a r  e l  r o j o  n e u t  r o ,  
p o r  1 o que se v i s u a l i z a n  s i n  t e n i r . (Bashman y BatLrr,»..^ s)
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HISTOUUIiniCA
L o c a l i z a c i o n  h i s t o q u i m i c a  de l a  P - N - A c e t i l q l u c o s a m I n i d a sa
a l  m i c r o s c o p i o  6 p t i c o . -
Ba s an do no s en e l  m e t o do  de H a y ^ s h i  ( 1 9 5 5 ) ,  e l  p r o c e d i m i e n ­
t o  s e g u i d o  f u é :
1 . -  F i j a c i o n  d e l  t e j i d o ;  De s pu es  de p r o b a r  v a r i o s  m é t o do s  
de f i j a c i ô n ,  p ud imos  c o m p r o b a r  que l o s  mét odos mas ade^ 
c ua d o s  e r a n  l a  f i j a c i o n  con f o r m a l i n a  n e u t r S  ( F o r m a l i n  
10%) d u r a n t e  20 h o r a s  o l a  f i j a c i ô n  con g l u t a r a l d e h i d o  
a l  5% d u r a n t e  5 h o r a s ,  L a v a r  d e sp ue s  con agua d e s t i l a ­
da .
2 . -  E l  t e j i d o  no se d e s i d r a t a  en e t a n o l  d u r a n t e  5 m i n u t o s ,  
p o r que se p r o d u c e  i n a c t  i v a c i ô n  d e l  e n z i m a .
3 . -  I n c u b a c i ô n  d e l  m i c e l i o  cun e l  s u s t r a t o  d u r a n t e  30  m i ­
n u t o s  a 3 7 9 C .
S u s t r a t o ;  1 mg de Na f  t o i  A SB I  N - a c e t  i l - ) 3 - g l u c o s a m  i d a , - 
( l l a m a d o  t a m b i é n  N a f t o l  A*SBI 2 - a c e t a m i d o - 2 - d e o x i - B - 0 -  
g l u c o p i r a n o s i d o )  mas 0 , 1 6  ml  de m e t i l c e l l o s o l v e  ( 6  e t j .  
l e n  g l i c o l  m o n o m e t i l e t e r )  mas 5 , 3  ml de tampôn c i t r a t e  
0 , 1  lïl de pH 5 , 2 .  A e s t a  s o l u c i o n  se l e  a g r e g a n  5 , 3  mg 
de F a s t  G a r n e t .
4 . -  C o l o c a r  e l  m i c e l i o  s o b r e  un p o r t a  y p o n e r l e  una g o t a  
de m o n t a d o r  a c u o s o .  C o l o c a r  e l  cub r e  y m i r a r  a l  micros^ 
cop i o .
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5 . -  I n h i b i c i ô n  d e l  e n z i m a :  se cons i g u e  una i n h i b i c i o n  com­
p l é t a  d s l  e n z i m a ,  p r e v i a  i n c u b a c i ô n  d e l  m i c o l i o  d u r a n ­
t e  1 h o r a  a 37QC,  con N - a c e t i l g l u c o s a m i n o l a c t o n a  a con  
c e n t r a  c i ô n  de 5 mlTI. ( E s t e  t r a t a m i e n t o  se e f e c t u a  a n t e s  
de l a  i n c u b a c i ô n  con e l  s u s t r a t o .
CH OH
COCH
CO
N a f t o l  ASBI  N - a c e t i l - g l u c o a a m i d a  . Pm = 5 9 0 , 9 ,  
r  ô r m u l a  e mp f  r i c a  :
OA.
L o c a l i z a c i ô n  de l a  P - N - a c e t i l q l u c o s a m i n i d a s a  a l  m i c r o s c o p i o
e l e c t r o r i i c o . -
B a sa nd on os  en o l  m ét od o de D a n i e l  C.  P e a s e  ( 1 9 6 4 )
y en e l  de John y L u f t  ( 1 9 6 1 ) ,  e l  p r o c e d i m i e n t o  s e g u i d o  f u i ;
1 . -  F i j a c i ô n  d e l  t e j i d o :  e l  m i c e l i o  se sumerge en una s o l u ­
c i ô n  de g l u t a r a l d e h i d o  a l  5% en t ampô n P a l a d e ,  d u r a n t e  
5 h o r a s .
2 . -  L a v a r  en  t ampôn f o s f a t o  pH 7 , 3  o 7 , 4  h a s t a  que desaparez^  
ca e l  f i j a d o r .
3 . -  No d e s i d r a t a r  en e t a n o l ,  d u r a n t e  5 m i n u t o s ,  po*|Ue se p r ^  
duce i n a c t i v a c i ô n  d e l  e n z i m a .
4 . -  I n c u b a c i ô n  con o l  s u s t r a t o  a 375C d u r a n t e  una h o r a .  
S u s t r a t o :  1 , 3  mg de N a f t o l  ASBI  a c e t a m i d o - 2 - d e o x i - p - D -  
g l u c o p i r a n ô s i d o ,  mas 0 , 5  ml de e t i l e n - g l i c o l  monomet i l - 
e t e r ,  mas 9 , 5  ml  de t ampô n c i t r a t o  0 , 1  lïl de pH 5 , 2 ,  T o -
mar de l a  m e z c l a  1 , 6  ml  y l l e v a r  a 5 ml con e l  mismo tam
p ô n .  E s t a  s o l u c i ô n  t  i e  ne una c o n c e n t r a c i ô n  f i n a l  de 0 , 0 8
mm.
5 . -  I n h i b i c i o n  d e l  e n z i m a :  se cons i g u e  l a  i n h i b i c i ô n  d e l  e n ­
z i ma  s i  p r e v i a m e n t e  a l a  i n c u b a c i ô n  con e l  s u s t r a t o ,  e l  
m i c e l i o  se i n c u b a  con e l  i n h i b i d o r  ( N - a c e t i l g l u c o s a m i n o ­
l a c t o n a  a una conc e n t  r a  c i ô h  de 5 mlïl) d u r a n t e  1 h o r a .
6 . -  L a v a r  con t ampôn f o s f a t o  1 / 1 5  lïl de pH 7 , 4  a t e m p e r a t u r a
a m b i e n t o .  E s t a  o p e r a c i ô n  se r e p i t e  3 v e c e s .
7 . -  A c o p l a m i e n t o  con p - a c e t o x y m e r c u r  i c  a n i l  i n a  a l  (AI ïIA)  -  
d u r a n t e  3 m i n u t o s  a t e m p e r a t u r a  a m b i a n t e .  Es un r e a c t i v e  
p a r a  v i s u a l i z a r  e l  N a f t o l  ASBI  p r o d u c t  o de l a  h i d r ô l i s i s  
enz i m é t  i c a .
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a )  é c i d o  a c e t i c o  g l a c i a l  a l  50%,  5 m l .  
p - a c e t o x y m e r c u r i o  a n i l i n a , 2 00  mg,
E n f r i a r  e s t a  m e z c l a  a A^C,  d u r a n t e  45 m i n u t o s .
b)  0 , 4  g r .  de n i t r i t o  s o d i c o  en 10 m l .  de agua d e s t i l a d a
a 4QC.
c) 5 m l .  de a )  més 5 m l .  de b ) ,  i n c u b a r d u r a n t e  15 m i n u ­
t o s  a 49C y f i l t r a r ,
d) 0 , 1 . m l .  d e l  f i l t r a d o ,  mas 7 m l .  de t ampon f o s f a t o  1 / 1 5
IÏ1 de pH 7 , 6 ,  se p r e p a r e  a t e m p e r a t u r a  a m b i e n t e ,  c u a n ­
do se va a u t i l i z a r ,  y en e s t a  s o l u c i ô n  se sumerge e l  
m i c e l i o .
0 . -  L a v a r  con t ampôn f o s f a t o  1 / 1 5  lïl de pH 7 , 4  a t e m p e r a t u r a  
a m b i e n t e  ( R e p e t i r  e s t a  o p e r a c i ô n  3 o 4 v e c e s ) .
9 . -  I n c u b a r  3 0  m i n u t o s  con T i o c a r b o h i d r a c i d a  a l  1% (TCH)  en  
t ampôn f o s f a t o  1 / 1 5  lïl de pH 7 , 4 .  P a r a  d i s o l v e r  e s t o ,  es 
n e c e s a r i o  c a l e n t a r  a 35SC d u r a n t e  15 m i n u t o s ,  Luego se -  
e n f r i a  a 2 5Q C, y  en  e s t a  s o l u c i ô n  se i n t r o d u c e  e l  m i c e l i o .
1 0 . -  La va r mucho e l  m i c e l i o  ( u n a s  10 v e c e s )  con t ampôn f o s f a ­
t o  1 / 1 5  lïl de pH 7 , 4 ,  p a r a  e v i t a r  que e l  TCH r e a c c i o n e  
con e l  osmi o dan do  un p r e c i p i t a d o  n e g r o .
1 1 . -  I n c u b a r  en t e t r ô x i d o  de osmi o en s o l u c i ô n  ac uo sa  a l  1 , 5  
% . A j u s t a r  e l  pH con NaOH a 7 , 4 .  I n c u b a r  t o d a  l a  noche  
a 4 ° C .
1 2 . -  L a v a r  en f r i o  con t am pô n f o s f a t o  1 / 1 5  lïl de pH 7 , 4 ,  3 o 4 
v e c e s ,  y d e j a r  en  t ampôn d u r a n t e  ? h o r a s  a 4 e C.
1 3 . -  De s i d r i  t a c i ô n  en a l c o h o l  a t e m p e r a t u r a  a m b i a n t e :
A l c o h o l  2 0 % ................... 10 m i n u t o s
" 3 0 / O   10 m i n u t o s
" 5 0 / ................... 10 m i n u t o s
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A l c o h o l  7 0 /  més a c e t a t o
de u r a n i l o  2 / ..............  t o d a  l a  noche
" a b s o l u t e  .....................................  3 c amb i os  de 1 h .  ca da  uno
" a b s o l u t e  .....................................  1 c a mb i o  de 30  m i n u t o s
o x i d o  de p r o p i l e n o  . . . .  1 c a mb i o  de 20 m i n u t o s
1 3 . -  I n c l u s i o n  en Epen 812 ( Segun met odo de John y L u f t  en 
1 9 6 1 )  :
S o l u c i o n  A:  Epon 8 1 2 ,  62 m l ,
D o d e c e n y l  s u c c i n i c  a n h i d r i d e ,  1 00  m l .
A g i t a r e s t a  m e x c l a  d u r a n t e  m ed i a  h o r a .  
S o l u c i ô n  B:  Epon 8 1 2 ,  100  m l .
N a d i c  m e t y l  A, 89 m l .
A g i t a r e s t a  m e z c l a  d u r a n t e  me di a  h o r a .
E l  p r o c e d i m i e n t o  s e g u i d o  f u é ;
-  D e j a r  l a  m u e s t r a  en s o l u c i ô n  A , mas s o l u c i ô n  8 ,  mas -  
o x i d o  de p r o p i l e n o ,  de 2 a 4 h o r a s .
2 m l .  A 4" 4 m l .  de B 4- 6 m l .  o x i d o  de p r o p i l e n o
-  D e j a r  l a  m u e s t r a  en s o l u c i ô n  A, mas s o l u c i ô n  B t o d a  l a  
n o c h e .
2 m l .  A 4- 4 m l .  B
-  A l a  manana s i g u i e n t e ,  p r é p a r â t  2 m l .  de A,  mi s  4 m l .
de 8 y m u l t i p l i c a r  p or  0 , 0 1 8  e s t  os m l .  y a Ma d i t  e l  t o ­
t a l  de e l  a c e l e r a d o r  DlïiP 30  ( 2 , 4 , 6  t r i - d i m e t i l a m i n o m ^  
t i l - f e n o l ) .  A g i t a r  1 h o r a .
Una vez  c o l o c a d a  e s t a  m e z c l a  con e 1 m i c e l i o  en l a s  c a £  
s u l a s  c o r r e s p o n d  l e n t e s :
. i n c u b a r  12 h o r a s  a 37QC.
. i n c u b a r  12 h o r a s  a 45QC.
. i n c u b a  r  12 h o r a s  a 6 0 8 C .
Las c a p s u l a s  se g u a r d a n  a t e m p e r a t u r a  a m b i e n t e  h a s t a  -  
que se van a c o r t a r .
07.
1 5 . -  Ta l i a r  l a  p i e z a .
1 6 . -  C o r t a r  en e l  u l t r a m  1 e r otomo c e r t e s  de a p r o x i m a d a m e n t e
8 0 0  A .  E l  u l t  ram i c o t  omo es L . K . B .  con c u c h à l l a  de v i d r i o .
1 7 . -  T i n c i ô n  d u r a n t e  15 m i n u t o s  en c i t r a t o  de p l o m o .  E s t a  op£
r a c i ô n  se hace en un c r i s t a l  c u b i e r t o  de p a r a f i n a .
1 0 . -  L a v a r  en NaOH 0 , 0 1  lïl.
1 9 . -  L a v a r  en agua d e s t i l a d a .
2 0 . -  Seca r  en p a p e l  de f i l t r o .  O e s e c a r .
2 1 . -  lïl i r a  r  a l  m i c r o s c o p i o  e l e c t r ô n i c o .
08.
TECNICAS DE lïl ICRüSCOP lA ELECTRONICS 
T i n c i o n  de c o r t e s  u l t r a f i n o s . -
m ét od o  s egu n l a  t é c n i c a  de R e y n o l s ,  E . 5 ,  ( 1 9 6 3 ) .
La t i c i ô n  de l e s  c e r t e s  se r e a l i z e  con c i t r a t e  de p l e m o .  
R e a c t  i v e s :
-  N i t r a t e  de p io me  ( 2 ^ ^  ..........................................  1 , 3 3  g r .
-  C i t r a t e  s o d i c e  ( C ^ H ^ O ^ ) N a . ZH^O ............................. 1 , 7 6  g r .
( C g H ^ 0 ^ ) N a . 5 , 5 H ^ 0  ........................ 2 , 1 4  g r .
-  Agua d e s t i l a d a  ......................................................................... 3 0  m l .
P r o c e d i m i e n t o . -
Una VBZ m e z c l a d o s  l e s  r e a c t  l u e s , se a g i t a n , p e r i e -  
d i c a m e n t e ,  d u r a n t e  3 0  m i n u t e s ,  h a s t a  que o c u r r a  l a  c o n v e r ­
s i o n  t o t a l  de n i t r a t e  de p l e m e  en c i t r a t e  de p l o m e .  A l a  me^ 
c i a  a s i  p r e p a r a d a ,  se l e  aMaden 8 m l .  de NaOH I N ,  y se d i l i j
ye a 50  m l .  con agua d e s t i l a d a ,  m e z c l a n d o  b i e n  p u r  s i m p l e  i n
m e r s i ô n .  En c a s e  de que l a  m e z c l a  p r e s e n t s  t u r b i d e z ,  e s t a  se 
é l i m i n a  p e r  c e n t r i f u g e  c i O n .  E s t a  s o l u c i O n  se c o n s e r v a  en  
f r a s c o s  de p e l i e t  i l e n o  d u r a n t e  6 m es e s.
Les c o r t e s  sa t i f l e n  e n  e s t a  s o l u c i O n  d u r a n t e  un 
t i e m p e  que d ep end e d e l  t i p e  de i n c l u s i O n  u t i l i z a d a .  P a r a  i n *  
c l u s i e n e s  con r é s i n a s  e p e x i ,  corne es e l  e p e n ,  e s t e  t i e m p e  o£ 
c i l a  e n t r e  15 y 3 0  m i n u t e s .  T r a n s c u r r i d e  e s t e  t i e m p e ,  l e s  
c e r t e s  se l a v a n  v a r i a s  v e c e s  con agua d e s t i l a d a ,  se d e j a n  s_e 
c a r ,  y q uedan p r e p a r a d o s  p a r a  m i r a r  a l  m i c r e s c o p i e  e l e c t r o -  
n i c o .
09.
TECNICAS DE miCROSCOPIA ELECTRGNICA PARA PAREDES CELULARES. -
T e c n i c a  de s om br e ad o con A u / P d . -
l ï l e d i a n t e  l a  a p l i c a c i o n  de e s t a  t é c n i c a ,  se o b s e r v a  
a l  m i c r o s c o p i o  e l e c t r ô n i c o  l a  m o r f o l o g i a  e x t e r n a  de l a s  p a r £  
des j o v e n e s ,  a n t e s  y d es p u e s  de s e r  s omet i d a s  a l a  l i s i s  e n -  
z i m a t i c a .  Las p a r a d e s  s on  l a v a d a s  t r è s  v e c e s  con agua d e s t i ­
l a d a  p a r  c e n t r i f u g a c i o n  a 4 0 0 0  r . p . m .
Las p a r a d e s  l a v a d a s  se c o l o c a n  s o b r e  r e j i l l a s  con  
p e l i c u l a  de F o r m v a r  r e f o r z a d a  con c a r b o n o ,  p a r a  l o  c u a l  e s - -  
t a s  r e j i l l a s  se c e l o c a n  s o b r e  p a p a l  de f i l t r e  p r e v i a m e n t e  -  
h u m e d e c i d o .  P a r a  a p l i c a r  l a  m u e s t r a  s o b r e  l a  r e j i l l a ,  se p o ­
ne s o b r e  e s t a ,  una g o t a  de l a  s u s p e n s i o n  de p a r a d e s  con una 
p i p e t a  P a s t e u r ,  con c u i d a d o  de no d a n a r  l a  r e j i l l a .  La r e j i ­
l l a  con l a  m u e s t r a  se c o l o c a  en una p l a ç a  P é t r i  y se s ec a  en  
e s t u f a  a 37QC.  Una v ez  s e c a s  l a s  p r e p a r a c i o n e s ,  se o b s e r v a n  
a l  m i c r o s c o p i o  ô p t i c o  p a r a  cornprobar  l a  c o l o c a c i o n  de l a  mue^  
t r a .  A c o n t i n u a c i é n  l a s  p a r a d e s ,  se s ombr ea n con A u/ Pd  en un
v a p o r i z a d o r  S i e m e n s ,  y q ue da n p r e p a r a d a s  p a r a  m i r a r  a l  m i ------
c r o s c o p i o  e l e c t r o n i c o .
90.
PROCEDENCIA DE LUS REACTIV/US EfilPLEADOS
Los r e a c t i v o s  e m p l e a d o s  p a r a  t o d o s  e s t o s  e x p e r i -  
m e n t o s ,  f u e r o n  de p u r e z a  a n a l i t i c a ,  p r o c e d i e n d o  de l a s  s i -  
g u i e n t e s  f i r m a s :
P r o b u s ,  S . A . ,  B a d a l o n a  ( E s p a n a ) ; E . M e r c k , D a r m s ­
t a d t  ( A l e m a n i a ) ;  S e r u a ,  H e i l d e l b e r  ( A l e m a n i a ) ;  D i f c o ,  D e ­
t r o i t  ( U . S . A . ) ;  R i e d e l ,  De Haen A . G . - S e e l z e  H a n n o v e r  ( A l e ­
m a n i a ) ;  lYlay and B a k e r  LTD.  Dagenham ( I n g l a t e r r a )  ; F l u k a  A.  
G. Busch 5G ( S u i z a ) ;  S i g ma ,  S t .  L o u i s  l ï l .D.  ( U . S . A . ) ;  K o c h -  
L i g h ,  L a b o r a t o r i e s  L t d .  C o l n b r o o k ,  Bucks ( I n g l a t e r r a ) ;  BDH, 
P o o l e  ( I n g l a t e r r a ) .
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92.
OPERACIDNES REALIZADA5 EN EL L I l j U I DO DE CULTIUO Y EN EL EXTRAC­
TO DE m i C E L I O . -
M e d i d a  d e l  pH en e l  l i q u i d o  de c u i t i v o . -
Se d e t e r m i n a b a  e l  pH en un m e d i d o r  e l é c t r i c o  Beckman  
m o d e l o  " Z e r o m a t i c  S - S - 3 " .
V a l o r a c i o n  de p r o t e i n a s  en e l  l i q u i d e  de c u l t i v e  y en e l  e x ­
t r a c t o  de m i c e l i o . -
Se r ea  1 i z a b a  p or  e l  met od o de Louiry y c o l a b o r a d o r e s
( 1 9 5 1 ) ,  d e s c r i t o  en e l  e p i g r a f e  de " l ï la t er  i a l e s  y I M é t o d o s " .
La v a l o r a c i ô n  se r e a 1 i z a b a  a p a r t i r  de 0 , 2  ml  de M  
q u i d o  p r o b l e m s ,  l e y e n d o  l a  a b s o r c i ô n  en  e l  e s p e c t r o f o t o m e t r o  
a una l o n g i t u d  de onda de 6 60  nm.
L i e v a b a m o s  s i e m p r e  un t u b o  con 0 , 2  ml  de p a t r o n  c o -  
mo r e f e r e n d a .  Los r e s u l t a d o s  se e x p r e s a b a n  en m g / m ü e s t r a .
W a l o r a c i ô n  de a z û c a r e s  r e d u c t o r e s  en e l  l i q u i d o  de c u l t i v e  y 
en e l  e x t r a c t o  de m i c e l i o . -
E s t a  se r e a 1 i z a b a  a p a r t i r  de 0 , 1  ml  de l i q u i d o  p r ^  
b l e m a ,  s i g u i e n d o  e l  m ét od o de S o m o g y i f N e l s o n  ( 1 9 4 4 ) ,  d e s c r i t o  
ya en e l  a p a r t a d o  de " M a t e r i a l e s  y ITlétodos.  J u n t o  con q l  t u b o  
que c o n t e n i a  e l  l i q u i d e  p r o b l e m s  se c o l o c a b a  o t r o  que c n n t e -  
n i a  0 , 5  m l .  de l a  s o l u c i ô n  de g l u c o s e  p a t r ô n .  Los r e s u l t a d o s  
se e x p r e s a b a n  en j U m o l e s / m u e s t r a .
V a l o r a  c i 6 n  de l a  a c t  i v i d a d  enz  i m ë t  i c a  en e l  l i q u i d o  de c u l t i ­
ve  y en e l  e x t r a c t o  de m i c e l i o . -
Se r e a l i z 6 segûn l o s  d i s t i n t a s  mé t od os  d o s e r  i t o s  en 
e l  a p a r t a d o  de " l ï l a t e r  i a l e s  y m é t o d o s " ,  c a m b i a n d o  e l  t i e m p e
93.
do i n c u b a c i o n  s egu n e l  g r a d e  de n e t  i v i d a d  de l e s  e nz i in as  
e s t u d  i n d o s ,
E o t n s  t t e m p o s  de i n c u b a c i ô n  f u e r o n :
-  ^ - N - a c e t i l g l u c o s a m i n i d a s a : 15 m i n u t e s .
-  Q u i t i n a :  24 b o r a s .
-  F n s f a t a s a  é c i d a :  2 b o r a s .
-  F o s f a t a s a  a l c a l i n a ;  2 b o r a s .
-  ( 1 ,  3 ) - / 3 - g l u c a n a s a  : 20 m i n u t o s .
-  I n u e r t a s a :  20 m i n u t o s .
-  C e l u l a s a :  20 m i n u t o s .
-  o ^ - a m i l a s a :  20 m i n u t o s .
-  ( 1 ,  6 ) - p - g l u c a n a s a  ! 20 m i n u t o s .
-  ( 1 , 4 ) ( 1 , 3 ) - p - g l u c a n a s a : 20 m i n u t o s .
-  D e x t r a n a s a :  20 m i n u t a s .
-  P o l i g a l a c t u r o n a s a : 2 b o r a s .
-  P n l i m e t i l g a l a c t u r o n a s a  : 2 b o r a s
-  E x o p e c t i n i i a s a : 5 b o r a s .
-  E n d o p e c t i n i i a s a ! 5 b o r a s .
-  E x o p e c t a t o l i a s a :  5 b o r a s .
-  E n d o p e c t a t o l i a s a : 5 b o r a s .
-  P e c t i n e s t e r a s a : 5 b o r a s .
-  X i l ana sa : 2 b o r a s .
94.
C u r s o  d e l  p r o c è s o a u t o l i t i c o . -
En l a s  c o n d i c i o n e s  de c u l t i v a  ya d e s c r i t a s ,  a 1 cua_r 
t o  d f a  do i n c u b a c i ô n ,  ya se o b s e r v a  en l o s  c u l t  i v o s  de Bot  r y  ~ 
t  i s  c i n e r e a  un b ue n c r e c i m i e n t o ,  a I c a n z a  ndose e l  p es o  maximo  
d e l  m i c e l i o  en e l  s e x t o  d i a  d e l  p e r i o d o  de i n c u b a c i ô n .
En l a  t a b l a  s i g u i e n t e  se e n c u e n t r a n  a g r u p a d o s  l o s  
d i f e r e n t e s  p es os  s e cos  d e l  m i c e l i o  a l o  l a r g o  d e l  p e r i o d o  de 
i n c u b a c i ô n ,  a s i  como l o s  g r a d o s  de a u t  61 i s  i s  a l c a  n z a d os  p o r  
e s t e  h o n g o .  E s t o s  r e s u l t a d o s  son l a  m ed ia  de t r è s  e x p é r i m e n t a s ,
0 f a s  P es o  s e c o  de 1 G r a d e  de a u t  61 i s  i s
m i c e l i o  ( m q / m u e s t r a ) %
5 9 4 ,  0 —
6 1 2 6 , 6 ---
7 8 7 , 2 3 1 ,  1
12 6 1 , 0 5 1 , 1
20 4 9 ,  0 6 1 , 2
26 3 8 , 1 6 9 ,  9
33 3 4 ,  1 7 3 , 0
40 3 3 , 5 7 2 , 5
47 2 4 , 0 0 0 , 4
54 2 5 , 3 7 9 , 2
61 2 5 , 7 7 9 ,  6
69 2 5 ,  0 8 0 , 2
76 2 5 , 2 0 0 , 0
En l a  F i g . 9 , se e n c u e n t r a n  r e p r e s e n t a d o s  l o s  va -
l o r e s  de l o s  g r a d o s d e  a u t 6 l i s i s  a l c a  n zados p o r  e l  hongo ( o r -  
d e n a d a s ) ,  a rnedida que a v a n z a  e l  t i e m p o  de i n c u b a c i ô n  (abscj ^  
s a s ) ,  o b s e r v é n d o s e  que e l  g r a d o  de a u t ô l i s i s  a u m e nt a  p r o g r e s j .
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u ame nt e  -i l o  l a r g o  d e l  p e r i o d o  de i n c u b a c i ô n ,  a l c a n z â n d o s e  un 
g r a d o  do a u t ô l i s i s  de un Q0% a l  F i n a l  d e l  p r o c e s o  a u t o l i t i c o .
En l a  g r â f i c a  de l a  F i g . l O  , hemos r e p r e s o n L a d o  e l  
c u r s o  de l a  a u t ô l i s i s  de 8 o t  r y t  i s  c i n e r e a , t oman do  en a b s c i -  
sas e 1 t  tempo de i n c u b a c i ô n  e x p r e s a d o  en d i a s  y en o r d e  na da s 
e l  p es o s e co  d e l  m i c e l i o  e x p r e s a d o  en m g / m u e s t r a .  En e s t a  gra^ 
F i c a  o bs e r v â m e s  una c u r v a  t  i p  i c a  de un p r o c e s o  de a u t ô l i s i s ,  
u a r i a n d o  e l  p es o méximo d e l  m i c e l i o ,  en l o s  d i s t i n t o s  e x p é r i ­
me n t e s  r e a l i z a d o s ,  e n t r e  125 y 127 m g / m u e s t r a .  A p a r t i r  de 
t e  môxi mo,  l a  c u r v a  se hac e d e s c e n d a n t e ,  como es t i p i c o  en -  
e s t a s  p r o c c s o s .
W a r j a c i ô n  d e l  pH en l a  a u t ô l i s i s . -
En l a  s i g u i e n t e  t a b l a  se e n c u e n t r a n  a g r u p a d o s  l o s  -  
u a l o r e s  de pH p r e s e n t a d o s  p o r  e s t e  hongo a l o  l a r g o  d e l  p e r i ^  
do de i n c u b a c i ô n .
ü i a s  pH
5 5 , 4
5 5 , 5
7 5 , 6
12 6 ,  6
20 6 , 7
26 6 , 8
33 6 , 9
40 6 , 9
47 7 , 0
54 6 , 9
61 6 , 9
G 9 6 , 9
76 6 , 9
90.
O bs o r v a n d o  e s t o s v a l o r e s ,  podemos v e r  que l a  Fa se
de a u t ô l i s i s t  r a n s c u r r e  a un pH e n t r e 6 , 7  y 6 , 9  u n i d a d e s .
E s t o s  r e s u l t a d o s se r e p r e s e n t a n  en l a  g r a F  i c a  de l a
F i g .  11 , l l e v a n d o  en a b s c i s e s  e l  t i e m p o  de i n c u b a c i ô n  ( d i a s )
y en o r de  na da s l o s  va 1 o r e s de p H .
ü e t e r m i n a c i ô n do G l u c o s a  r e s i d u a l . -
E n l a  t a b l a  s i g u i e n t e  hemos a g r u p a d o  l o s  v a l o r e s  de
l a  g l u c o s a  r e s i d u a l  en e l l i q u i d o  de c u i t  i v o y en e l  e x t r a c t o
d e l  m i c e l i o . d u r a n t e  e l  c u r s o  de l a  a u t ô l i s i s ,  e x p r e s a d o  en
j j t n / m u e s t r a .
O f a s  de i n c u b a c i ô n G l u c o s a r e s i d u a l  ^ m / m u e s t r a
U . C . E x t . l ï l .
5 6 0 , 1 3 4 , 8
6 1 3 , 2 3 5 , 2
7 7 , 2 2 1 , 6
12 3 , 8 2 0 , 2
20 3 , 6 9 , 5
26 2 , 8 4 , 4
33 2 , 2 3 , 9
40 1 , 8 2 , 7
47 1 , 8 0 ,  0
54 1 , 6 0 ,  0
61 1 , 2 0,  0
69 0 ,  0 0 ,  0
76 0 ,  0 0,  0
A p a r t i r  de I n s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  en e l  l i q u i ­
do de c u l t i v e ,  se o b s e r v a  que l a  d e s a p a r i c i ô n  de l a  c a n t  i d a d  
i n i c i a l  de g l u c o s a ,  c o i n c i d e  con l a  a p a r i c i ô n  de l a  a u t o l i -
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sis, comprobcîndQse que esta tiens l u g a r  c ua ndo  empiezan a f  
tar l o s  nutrientes d e l  m e d i o .
D e t e r m i n a c i o n  de p r o t e i n a s . -
En l a  t a b l a  s i g u i e n t e  se e n c u e n t r a  l a  u a r i a c i o n  de 
p r o t e i n a s  en  e l  l i q u i d o  de c u l t  i v o  y en e l  e x t r a c t o  de m i c e ­
l i o ,  d u r a n t e  e l  c u r s o  de l a  a u t ô l i s i s ,  e x p r e s a d a  en m g /m u es ­
t r a  .
D i a s  de i n c u b a c i ô n  _______P r o t e i n a s ________
L . c .  E x t . un.
5 5 , 8 6 , 7 6
6 7 , 0 7 , 8 4
7 8 , 8 6 , 8 4
12 8 , 9 7 , 8 0
20 1 1 , 1 3 , 5 5
26 1 0 , 9 1 , 9 8
33 1 0 , 6 1 , 5 2
40 1 0 , 5 1 , 3 6
47 1 0 , 0 1 , 2 4
54 1 0 , 6 0 , 9 2
61 1 0 , 5 0 , 8 7
69 1 0 , 5 0 , 8 8
76 9 , 0 0 , 8 7
Se puede o b s e r u a r  que l o s  va l o r e s  c o r r e s p o n d i e n t e s  
a l  l i q u i d e  de c u l t i v e  van a ume nt nn do  p r o g r e s i v a m e n t o  h a s t a  h£  
c e r s B  p r a c t i c a m e n t e  c o n s t a n t e s .
En e l  e x t r a c t o  de m i c e l i o ,  l o s  v a l o r e s  o b t e n i d o s  
r e  F l e  j a  n un a um e nt o  en l a  c o n c e n t r a c i ô n  de p r o t e i n a s  h a c i a  -  
l a  m i t a d  de 1 p r o c e s o ,  p a r a  l u e g o  d e s c e n d e r  h a s t a  h a c e r s e  con£  
t a n t e .
101.
ESTUUI Û5 C I N E T I C 0 3  DE LAS ENZIIÏlftS APARECIDAS EN LA A U T O L I S I S  
DEL HONGO BüTRYTI S CINEREA
Los e s t u d i o s  c i n é t i c o s  se l l e u a r o n  a c abo  en l a  s o -  
l u c i é n  de e n z i m a s  o b t e n i d o s  de l o s  p r e c i p i t a d o s  p r o b e i n i c o s  
d e l  I f q u i H o  de c u i t  i v o .
P-N- ACETI LCLUCÜ5Af ni NI DASA
pH ô p t i m o  de l a  a ç t u a c i o n  d e l  e n z i m a . -
S u s t r a t o :  p - n i t r o f e n i l - 2 - a c e t a m i d o - 2 - d e o x i - p - D - g l u c o p i r a n ô s i -  
d o,  a c o n c e n t r a c i ô n  f i n a l  2 , 2  mlï!, en t ampo n c i t  r a t  o 
f  o s f a t o - b p r a t o  0 , 0 5  mlD de d i f e r e n t e s  v a l o r e s  de p H .
Uol umen de s o l u c i ô n  de e n z i m a :  1 4 0  ^ 1 .
P r o t e i n a s :  0 , 7 8 0  m g /  m l  de l a  s o l u c i ô n  de e n z i m a i .
T i e m p o  de i n c u b a c i ô n :  10 m i n u t o s .
Los v a l o r e s  o b t e n i d o s  f u e r o n :
pH L e c t u r e  A c t  i v i d a d  e s p e c i f  i c a
  U . A .  (mU/mq)__________
2 , 5 0 , 4 2 84
3 , 0 0 , 4 3 87
3 , 5 0 , 4 5 90
4 , 0 0 , 4 6 92
4 , 5 0 , 4 0 96
5 , 0 0 , 5 1 102
5 , 5 0 , 4 5 90
5,  G 0 , 4 1 82
6 , 5 0 , 3 6 76
7 , 0 0 , 3 2 64
7 , 5 0 , 2 7 54
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pH L e c t u r a  A c t i v i d a r i  e s p e c i F i c a
  U.A .  (mU/mq)__________
0,  0 0 , 2 3  46
0 , 5  0 , 1 2  24
9 , 0  0 , 0 3  6
E l  pH 6 p t i m o  o b t e n i d o  f u e  de 5 u n i d a d e s .  Los r e s u l ­
t a d o s  se e n c u e n t r a n  r e p r e s e n t a d o s  en l a  q r î f i c a  de l a  F i q .  12 
t omando en. a b s c i s e s  l o s  v a l o r e s  de pH y en o r d e n a d a s  l a s  ac t j ^  
v i d a d c s  e s p e c  £ F i c a s  o b t e n i d a s .
W a r i a c i o n  de l a  a c t i v i d a d  e n z i m ô t i c a  con l a  c o n c e n t r a  c i o n  del  
e n z iin a . -
S u s t r a t o :  p - n i t r o f e n i l - 2 - a c e t a m i d o - 2 - d e o x i - P - D - g l u c o p i r a n o o i -  
do,  a c o n c e n t r a c i ô n  F i n a l  de 2 , 2  mM en tampôn de c_i
t  r a t  o - F o s F a  t  o - b o r a t o de pH 5 , 0  , 0 , 0 5  m.
Uolumen de s o l u c i ô n  de e n z i m a : de 5 a 60 / J l •
P r o t e i n a s :  0 , 6 3 0  m g / m l . de s o l u c i ô n  de e n z i m a .
T i empo  de i n c u b a c i ô n :  15 m i n u t  os a 37QC.
Los r e s u l t a d o s o b t e n i d o s  F u e r o n :
Uol umen de s o l u c i ô n  
de e n z i m a  ( j J l . )
L e c t u r a
U . A .
A c t . e s p e c i F  i c a  
(mU/mq)
5 0 , 4 0 1 6 , 9 2
10 0 , 5 1 1 7 , 9 8
15 0 , 5 2 1 8 , 3 3
20 0 , 5 3 1 0 , 6 8
25 0 , 5 4 1 9 , 0 4
30 0 , 5 5 1 9 , 3 9
35 0 , 5 6 1 9 , 7 4
104.
Uolumen de s o l u c i o n  L e c t u r a  A c t .  e s p e c i f i c a
de e n z i m a  ( li I . )   U . A .  (mU/mq)_______
40 0 , 5 7  2 0 ,  09
45 0 , 5 8  2 0 , 4 4
5 0  0 , 5 9  2 0 , 8 0
55 0 , 6 1  2 1 , 5 0
60 0 , 6 2  2 1 , 8 6
Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  se r e p r e s c n t a r o n  en l a  g r £  
f  i c a  de l a  F i g  . 13
De e s t a  g r â f i c a  podemos d e d u c i r ,  que a me di da  que -  
a um ent a  l a  c o n c e n t r a c i ô n  de e n z i m a ,  a ume nt a  l a  a c t  i v i d a d  e n z  j. 
mât  i c a .
D e t e r m i n a c i o n  de l a  Umax. ( v e l o c i d a d  mâxi ma)  y Km ( c o n s t a n t e  
de I T I i c h a e l i s  DUenten) p o r  e l  m et od o  de L i n e u i e a v e r - B u r k . -
S u s t r a t o :  p - n i t r o f e n i l - 2 - a c e t a m i d o - 2 - d e o x i - p - D - g l u c o p i r a n o s i -  
do,  a c o n c e n t  r a  c l o n e  s f i n a l e s  des de  0 , 0 2 9  a 5 , 8 4  mdfl 
en t ampôn c i t r a t o - F o s f a t o - b o r a t o  0 , 0 5  ID de pH 5 , 0 .
Uol umon de s o l u c i ô n  de e n z i m a :  2 4 0  j u l .
P r o t e i n a s :  0 , 7 8 0  m g /m l  de s o l u c i ô n  dn e n z i m a .
T ie mpo  de i n c u b a c i ô n :  15 m i n u t o s .
Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  f u e r o n :
mto
to
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c e n t r a c i â n  de 
t r a t o  (mlïl)
i / f s ] L e c t u r a
U . A .
A c t  i v i d a d  
m ü/ f f l l .
( i / v ) i o  
1 /  u / o i
0,  029 3 4 , 4 0 0 , 1 4 1 8 , 6 5 3 , 7
0 ,  058 1 7 , 2 0 0 , 3 2 4 2 , 6 2 3 , 4
0 , 0 8 7 1 1 , 4 0 0 , 4 0 5 3 , 3 1 8 , 7
0 , 1 1 0 9 , 1 0 0 , 5 2 6 9 , 3 1 4 , 4
0 , 1 4 0 7 , 1 4 0 , 6 5 8 6 , 6 1 1 , 5
0 , 1 7 0 5 , 8 8 0 , 7 8 1 0 4 , 0 9 , 6
0 , 2 0 0 5 , 0 0 0 , 9 1 1 2 1 , 3 8 , 2
0 , 2 3 0 4 , 3 4 1 ,  03 1 3 7 , 3 7 , 2
0 , 2 6 0 3 , 8 4 1 , 1 5 1 5 3 , 3 6 , 5
0 , 2 9 0 3 , 4 4 1 , 2 0 1 6 0 , 0 6 , 2
0 , 5 8 0 1 , 7 2 1 , 1 2 1 4 9 , 3 6 , 7
0 , 0 7 0 1 , 1 4 0 , 9 6 1 2 8 , 0 7 , 8
1 , 1 6 0 0 , 8 6 0 , 8 0 1 0 6 , 6 9 , 3
1 , 4 6 0 0 , 6 8 0 , 7 3 9 7 , 3 1 0 , 2
1 , 7 5 0 0 , 5 7 0 , 5 9 7 8 , 6 1 2 , 7
2 , 0 4 0 0 , 4 9 0 ,  49 6 5 , 3 1 5 , 3
2 , 3 3 0 0 , 4 3 0 , 4 8 6 4 , 0 1 5 , 6
2 , 6 3 0 0 , 3 8 0 , 4 5 6 0 ,  0 1 6 , 6
2 , 9 2 0 0 , 3 4 0 , 4 1 5 4 , 6 1 8 , 3
3 , 5 0 0 0 , 2 8 0 , 3 8 5 0 , 6 2 0 , 0
4 ,  0 90 0 , 2 4 0 , 3 7 4 9 , 3 2 0 , 3
4 , 6 7 0 0 , 2 1 0 , 3 5 4 6 , 6 2 1 , 4
5 , 2 6 0 0,  19 0 , 2 9 3 8 , 6 2 5 , 9
5 , 8 4 0 0 , 1 7 0 ,  26 3 5 , 3 2 8 , 3
107.
R e p r e s e n t a n d o  e s t o s  r e s u l t a d o s  en l a  g r a f i c a  de l a  
F i g .  14 , se o b t i e n e n  l o s  v a l o r e s :
Km
Km = 1 , 2 5  mlTI 
1
Umax = = 1 , 6 6  U / m l = 1 6 6 0  mU/ml
0 , 6
( 1 . 3 ) B-GLÜCANA3A
pH 6 p t i m o  de l a  a ç t u a c i o n  d e l  e n z i m a . -
S u s t r a t o :  L a m i n a r i n a ,  a c o n c e n t r a c i ô n  f i n a l  I m g / m l ,  en t ampôn  
c i t r a t o - f o s f a t o - b o r a t o  0 , 0 5  lïl de d i f e r e n t e s  v a l o r e s  
de p H .
Uolumen de s o l u c i ô n  de e n z i m a :  1 4 0  / j1 .
P r o t e i n a s :  0 , 7 3 0  m g /m l  de l a  s o l u c i ô n  de e n z i m a » .
T ie mpo  de i n c u b a c i ô n :  10 m i n u t o s .
Los v a l o r e s  o b t e n i d o s  f u e r o n :  
pH L e c t u r a A c t i v i d a d  e s p e c i f i c a
U . A . (mU/mg)
2 , 5 0 , 7 9 1067
3 , 0 0 , 8 0 1081
3 , 5 0 , 8 3 1121
4 , 0 0 ,  08 1 10 9
4 , 5 0 , 8 2 110 8
5 , 0 0 , 7 7 1 0 40
5 , 5 0 , 7 5 1013
6 ,  0 0 , 6 5 878
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pH L e c t u r a
U . A .
A e t  i u i d a d  e s p e c i f  i c a  
(mU/mq)
6 , 5 0 , 6 0 8 10
7 , 0 0 , 4 0 5 4 0
7 , 5 0 , 3 4 45 9
8 ,  0 0 , 2 5 337
8 , 5 0 , 1 1 148
9 , 0 0 , 0 9 121
L os r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s SB r e p r e s c n t a r o n  en l a
f i c a  de l a  F i g . 15 . E l  pH ô p t i m o  es de 4 , 0  u n i d a d e s .
V a r i a c i o n  de l a  a c t i x / i d a d  e n z i m j t i c a  con l a  c o n c e n t r a c i ô n  de 1 
e nz  i m a . -
S u s t r a t o :  Lam i n a r i n a ,  a c o n c e n t r a c i ô n  f i n a l  de I m g / m l  en t a m ­
pon c i t r a t o - f  o s f a t o - b o r a t o  0 , 0 5  lïl de pH 4 , 0 .
Uolumen de s o l u c i ô n  de e n z i m a :  desde 10 a 60 p l .
T i empo  de i n c u b a c i ô n :  25 m i n u t o s ,  P r o t e i n a s ;  0 , 6 3 0  m g / m l .
Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  f u e r o n ;
Uolumen de s o l u c i ô n  L e c t u r a
de e n z i m a  ( a j I . )   U . A .
A c t . e s p e c i f  i c a  
(mU/mq)
10 0 , 2 0 2 9 , 3 6
I S 0 , 3 5 5 2 , 0 6
2 0 0 , 5 0 7 3 , 3 3
25 0 , 5 4 9 3 , 9 7
30 0 , 7 0 1 0 2 , 8 5
35 0 , 7 4 1 0 8 , 7 3
40 0 , 9 0 1 3 2 , 2 2
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Uol umen de s o l u c i ô n  
de e n z i m a  ( * J l . )
L e c t u r a
U . A .
A e t . e s p e c  £ f  i c a  
(mU/mg)
45 0 , 9 8 1 4 3 , 9 6
50 1 , 0 0 1 4 6 , 8 2
55 1 , 0 4 1 5 3 , 5 0
60 1 , 0 6 1 5 5 , 7 1
R e p r e s e n t a n d o  e s t o s r e s u l t a d o s en l a  g r ô f i c a  de l a
F i g . 16 , o b s e rv a mo s  que a m e d i d a  que a um ent a  l a  c o n c e n t r a - -
c i 6 n  de e n z i m a ,  a um e n t a  l a  a c t i v i d a d  e n z i m a t i c a .
D e t e r m i n a c i o n  de l a  V m d x . ( v e l o c i d a d  maxi ma)  y Km ( c o n s t a n t e  
de I T I i c h a e l i s  lYlenten) p o r  e l  me tod o de L i n e m e a v e r - B u r k  » -
S u s t r a t o :  Lam i n a  r  i n a , a c o n c e n t r a c i o n e s  f i n a l e s  de 1 00  a 1 8 0 0  
m g / 1 . ( R e f e r i d o  a é q u i v a l a n t e s  de g l u c o s a ,  e s t a  c o n ­
c e n t r a c i ô n  es de 0 , 5 5  a 10 ml ï l . ) ,  en t ampô n c i t r a t o -
f  o s f  a t  o - b o r a t  o 0 , 0 5  lïl de pH 4 , 0 .
Uolumen de s o l u c i ô n  de e n z i m a  : 1 4 0  j u l .
P r o t e i n a s :  0 , 7 8 0  m g / m l  do s o l u c i ô n  de enz  ima r.
T ie mpo  de i n c u b a c i ô n :  10 m i n u t o s .
Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  f u e r o n :
C o n c e n t r a c i ô n  de l / [ 5 j L e c t u r a Ac t  i v i d a d
s u s t r a t o  ( mill) mlïl ■ U . A . mU/ml
0 , 5 5 1 , 8 0 0 , 2 5 5 3 5 4 , 1
1 , 1 1 0 , 9 0 0 , 4 4 1 6 1 3 , 2
1 ,  66 0 , 6 0 0 , 5 2 0 7 2 8 ,  0
2 , 2 2 0 , 4 5 0,  6 03 8 3 8 , 3
2 , 7 7 0 , 3 6 0,  6 3 0 8 7 0 , 4
( 1 / U )  . 1 0 '
2 ,  80  
1 , 6 3  
1 , 3 7
1 ,2  0
DIBLIOTECA
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113.
C o n c R n t r a c i o n  de 
s u s t r a t o  (mffl)
1 /  [s] L e c t u r a
U . A .
A c t  i v i d a d  
mU/ml
( 1 / U )  .11 
1 / U / m l
3 , 3 3 0 , 3 0 0 , 6 6 0 9 1 6 ,  1 1 ,  09
3 , OR 0 , 2 5 0 ,  662 9 2 0 ,  0 1 , 0 8
4 , 4 4 0 , 2 2 0 , 6 9 5 9 6 4 , 9 1 , 0 3
5 ,  ÜÜ 0 , 2 0 0 , 7 0 0 9 7 2 , 8 1 , 0 2
5 , 5 3 0 , 1 8 0 , 6 9 6 9 6 7 , 7 1 , 0 3
6 , 6 6  . 0 , 1 5 0 , 7 5 0 1 0 4 1 , 6 0 , 9 6
7 , 7 7 0 , 1 3 0 , 7 3 3 1 0 1 7 , 7 0 , 9 8
8 , 0 8 0 , 1 1 0 , 8 0 0 1 1 1 0 , 7 0 , 9 0
1 0 , ÜÜ 0 , 1 0 0 , 7 6 0 1 0 5 3 , 9 0 , 9 4
R e p r e s e n t a n d o  e s t o s r e s u l t a d o s  en l a g r a f i c a  de l a F i g .  17
se o b t i e n o n  I ç s  u a l o r e s ;
-  0 , 1 1  =
Km
Km = 9 , 0 9 rnim
Umax = —
1 0 , 1 6 6  U/nl l = 166 mU/ml
1 , 5 7 .
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o(-AmiLASA
pH o p t i m o  de l 3  a c t u a c i ô n  d e l  e n z i m a . -
S u s t r a t o :  a l m i d o n  s o l u b l e  a c o n c e n t r a c i o n  f i n a l  de I m g / m l , en  
t ampon de c i t r a t o - f o s f a t o - b o r a t o  0 , 0 5  IÏ1 de d i s t i n -  
t o s  v a l o r e s  de pH.
Volunien do s o l u c i o n  de e n z i m a :  1 4 0  p i .
P r o t e i n a s :  0 , 7 8 0  m g / m l .  de l a  s o l u c i ô n  de e n z i m a .
T iempo de i n c u b a c i ô n :  35  m i n u t e s .
Los v a l o r e s  o b t e n i d o s  f u e r o n :
pH L e c t u r a  A c t i u i d a d  e s p e c i f i c a
  U.A . ________ (mü/mg)__________
2 , 5 0 , 1 6 6 1 , 7
3 , 0 0 , 1 9 7 3 , 3
3 , 5 0 , 2 1 8 3 , 0
4 , 0 0 , 2 2 8 6 , 8
4 , 5 0 , 2 1 8 1 , 0
5 , 0 0 , 2 0 7 9 , 1
5 , 5 0 , 2 0 7 9 , 1
6,  0 0 , 1 7 6 5 , 6
6 , 5 0 , 1 6 6 1 , 7
7 , 0 0,  14 5 5 , 9
7 , 5 0 ,  13 5 0 ,  1
8,  0 0,  09 3 4 , 7
8 , 5 0,  03 2 7 , 0
9 , 0 0 , 0 4 1 5 , 4
F l p H o p t i m o  o b t e n i d o  f u é  de 4 u n i d a d e s .
o b t e n i d o s se e n c u e n t r a n  r e p r e s e n t a d o s en l a  1
l a  F i g . 10
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117.
V o r l a c l ô n  d o 1o o c t i v i d a d  e n z i m â t i c a  con l a  c o n c e n t r a c l 6 n  d e l  
e n z  i m a . -
S u s t r a t o :  a l m i d o n  s o l u b l e ,  a c o n c e n t r a  c i 6 n  f i r s a l  de I m g / m l  en  
t am po n c i t  r  a t  o - f  os f  a t  o - b  o ra  t  o 0 ,US (Ï1 de pH 4 , 0 .
Uol umen de s o l u c i o n  de e n z i m a :  desde 5 a 60 p l . P r o t e i n a s : 0,  53 0 mg /ml
T i ompo de i n c u b a c i ô n : 15 m i n u t e s .
Los r é s u l t a r J o S  o b t e n i d o s  f u e r o n :
Vo lume n de s o l u c i ô n  
de e n z i m a  ( ju l )
L e c t u r a
U . A .
A c t . e s p e c i f  i c a  
(mU/mq)
5 0 , 0 1 3 , 6 5
10 0,  05 1 3 , 4 6
15 0 , 0 6 1 4 , 6 8
20 0 , 1 1 2 6 ,  94
25 0 ,  14 3 4 , 2 8
30 0 , 2 2 5 3 , 8 8
35 0 , 2 3 5 6 , 3 3
40 0 , 2 7 6 6 ,  13
45 0 , 3 0 7 3 , 4 8
50 0 , 3 9 9 5 , 5 2
55 0 , 4 3 1 0 5 , 3 2
60 0 , 4 8 1 1 7 , 5 7
R e p r e s e n t a n d o  e s t o s r e s u l t a d o s en l a  g r d ' f i c a  de
F i g .  19 , o b s e r v â m e s  que a m ed i d a  que aument a l a  c o n c e n t r a - -
c i ô n  do e n z i m a ,  a um ent a  l a  a c t i u i d a d  e n z i m ô t i c a .
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119.
De ter i n  i n ^ c  i o n  de l a  Umax ( v / e l o c i d a d  maxi ma)  y Km ( c o n s t a n t e  
de l ï l i c h a e l  ÎG-df lGnten)  p o r  e l  m e t o d o  de L i n e m e a v e r - B u r k  . -
S u s t r a t o :  a l m i d o n  s o l u b l e  a c o n c e n t r a  c l o n e  s f i n a l e s  de 100 a 
1 8 0 0  m g / l .  ( R e f e r i d o  a é q u i v a l e n t e s  de g l u c o s a ,  e s ­
t a  c o n c e n t r a c i o n  es  de 0 , 5 5  a 10 mIYl) , en t am pâ n c i ­
t r a t o - f  o s f a t o - b o r a t o  de pH 4 , 0  0 , 05 l ï l .
Vol umen de s o l u c i ô n  de e n z i n a :  1 40  ^ 1 .
P r o t e i n a s :  0 , 7 8 0  mg /ml  de s o l u c i ô n  de e n z i m a .
T ie mpo  de i n c u b a c i ô n ;  3 0  m i n u t e s .  Los r e s u l t a d o s
C o n c e n t r a c i o n  de . ' l / C S l  L e c t u r a  A c t  i v i d a d  
s u s t r a t o  (mIYl) mlïl‘ * U . A .  mU/ml
o b t e n i d o s :
( 1 / U )  . K  
1 / U / m l
0 , 5 5 1 , 8 0 0 , 2 0 85 1 1 , 76
1 , 1 1 0 , 9 0 0 , 3 4 144 6, 94
1 , 6 6 0 , 6 0 0 , 4 4 1 04 5 , 43
2 , 2 2 0 , 4 5 0 , 5 0 207 4 , 85
2 , 7 7 0 , 3 6 0 , 5 4 225 49
3 , 3 3 0 , 3 0 0 , 5 6 2 34 4, 27
3 , 3 0 0 , 2 5 0 , 6 0 252 3 , 96
4 ,  44 0 , 2 2 0 , 6 2 2 60 3 , 04
5 ,  00 0 , 2 0 0 , 6 4 2 66 3 , 75
5 , 5 5 0,  18 0 , 6 6 275 3 , 63
6 , 5 6 0 ,  15 0 , 6 7 279 3 , 58
7 , 7 7 0 , 1 3 0 , 7 0 292 3 , 42
8 ,  80 0 , 1 1 0 , 7 0 2 94 3 , 40
1 0 ,  00 0,  10 0 , 7 3 3 0 6 3 , 26
R e p r e s e n t a n d o  e s t o s  r e s u l t a d o s ,  en l a  g r ^ f i c a  de l a  
F i g .  20 , se o b t i e n e n  l o s  v a l o r e s :
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■ “  -  -iô 5 —
Km = 1 , 6 2 6  mini
Mm = — - —  = 0 ,3 '57  U / m l  -  357 mU/ml  
2 , 0
P0LIGALACTUR0NA5A
pH 6 p t i m o  de l a  a c t u a c i o n  d e l  mnz i m a . -
S u s t r a t o ;  p o l i g a l a c t u r o n o t o  s o d i c o ,  a c o n c e n t r a c i ô n  f i n a l  
de 0 , 5  m g / m l ,  en t ampôn c i t r a t o - f o s f a t o - b o r a t o  
0 , 0 5  Ifl, de d i f e r e n t e s  v a l o r e s  de pH.
Uol umen de s o l u c i ô n  de e n z i m a :  1 50  ^ 1 .
P r o t e i n a s :  0 , 7 0 0  mg / m l  de l a  s o l u c i ô n  de e n z i m a .
T i empo  de i n c u b a c i ô n :  2 h o r a s .
Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  f u e r o n :
pH L e c t u r a  A c t i v i d a d  e s p e c i f  i c a
  U . A .  ________ (mU/mq)__________
2 , 0 0 , 1 2 1 3 , 0 0
2 , 5 0 , 4 7 5 4 , 3 9
3 , 0 0 , 3 4 3 9 , 3 5
3 , 5 0 ,  12 1 3 , 8 0
4 , 0 0 , 1 1 1 2 , 7 3
4 , 5 0,  10 1 1 , 5 7
5 , 0 0 , 1 0 1 1 , 5 7
5 , 5 0 , 0 9 1 0 , 4 1
6 ,  0 0 ,  08 9 , 2 5
6 , 5 0,  06 6 , 9 4
7 , 0 0 , 0 3 3 , 4 7
122.
pH
7 . 5  
8 , 0
8 . 5  
9 , 0
L e c t u r a
U . A .
0, 0 
0 , 0  
0, 0 
0 , 0
A c t i u i d a d  e s p e c i f i c a  
________ (mU/mq)__________
0 , 00 
0 , 00 
0 , 0 0  
0 , 0 0
E l  pH 6 p t i m o  o b t e n i d o  f û e  de 2 , 5  u n i d a d e s .  E s t o s  re^
s u l t a d o s  se e n c u e n t r a n  r e p r e s e n t a d o s  g r a  f  i c a m e n t e  en  l a  F i g .
21 .
V / a r i a c i o n  de l a  a c t i v i d a d  e n z i m ^ t i c a  con l a  c o n c e n t r a c i o n  d e l  
enz i m a . -
S u s t r a t o :  P o l i g a l a c t u r o n a t o  s 6 d i c o ,  a c o n c e n t r a c i o n  f i n a l  de 
0 , 5  m g / m l ,  en tampon c i t  r a t  o - f  o s f  a t  o - b o r a t  o 0 , 0 5  (ÏI 
de pH 2 , 5 .
Uol umen de s o l u c i o n  do e nz i m a do 5 a 40  / J l .
P r o t e i n a s :  0 , 6 3 0  mg/ ml  de s o l u c i o n  de e n z i m a .
T ie mpo  de i n c u b a c i ô n :  2 h o r a s .
Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  f u e r o n :
Uolumen de s o l u c i o n  L e c t u r a  
de e nz i ma  ( ju l )_______  U . A .
5 0 ,  030
10 0 ,  035
15 0 ,  0 40
20 0 , 0 5 5
25 0 ,  060
30 0 ,  085
35 0 , 1 0 0
40 0 , 1 1 0
A c t .  e s p e c i f i c a  
( mU / m q)______ _
3 . 4 0  
4 , 0 0  
4 ,  60
6 . 4 0  
6 , 9 0  
9 , 8 0
1 1 , 6 0
1 2 , 7 0
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1 2 4 .
Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  se r e p r e s e n t a r o n  en l a  F i g .  22 . 
D e t e r m i n a c i o n  do l a  Umax ( u e l o c i d a d  m;îxima) y Km ( c o n s t a n t e
de l ï l i c h a e l i s IKlenten) p o r  e 1 mé t od o  de L i n e m e a v e r - B u r k .
S u s t r a t o :  P o l i g a l a c t u r o n a t o s o d i c o ,  a c o n c e n t r a c i o n e s f  i n a l e s
de 1 00  a 1 8 0 0  m g / l . ( R e f e r i d o  a é q u i v a l a n t e s de ac_i
do g a l a c t u r o n i c o . e s t a s  c o n c e n t r a c i o n e s  va n de 0 , 5 1
a 9 , 2 8  mm) , en t ampôn c i t r a t o - f o s f a t o - b o r a t o 0 , 0 5  m
de pH 2 , 5 .
Uol umen de s o l u c i ô n de e n z i m a :  1 4 0  yul .
P r o t e i n a s :  0 , 7 8 0  mg / m l  de s o l u c i o n  de e n z i m a .
T i e m p o  de i n c u b a c i ô n : 2 h o r a s .
Los r é s u l t a  dos o b t e n i d o s  f u e r o n :
C o n c e n t r a c i o n e s  de 1 / [ S ] L e c t  u ra A c t  i v i d a d ( 1 / U ) . 1 0
s u s t r a t o  (nffl . ) mlïl-'* U.A . ' mU/ ml 1 / U / m l
0 , 5 1 1,  96 0 ,  025 2 , 8 9 3 4 6 ,  0
1 , 0 3 0,  97 0 ,  035 4 ,  05 2 4 7 , 0
1 , 5 4 0,  64 0 ,  050 5 , 7 8 . 1 7 3 , 0
2 , 0 5 0 , 4 8 0 ,  060 6 , 9 4 1 4 4 ,  0
2 , 5 7 0 , 3 9 0 ,  080 9 , 2 5 1 0 8 , 0
3 ,  09 0 , 3 2 0 ,  09 0 1 0 , 4 1 9 6 ,  0
3 , 6 0 0 , 2 8 0 , 1 0 0 1 1 , 5 7 8 6 , 4
4 , 1 2 0 , 2 4 0 , 1 1 5 1 3 , 3 1 7 5 , 1
4 , 6 3 0 , 2 2 0 ,  125 1 4 ,  46 6 9 ,  1
5 ,  15 0,  19 0 , 1 3 5 1 5 , 6 2 6 4 ,  0
7 , 2 1 0,  14 0 ,  150 1 7 , 8 5 5 7 ,  8
8 , 2 4 0 ,  12 0 ,  170 1 9 , 6 7 5 0 , 8
9 , 2 7 0,  11 0 , 2 0 0 2 3 , 1 0 4 3 , 3
R e p r e s e n t a n d o  e s t a s  r e s u l t a d o s ,  en l a  g r a f i c a  de l a  
f i g . 23 , se o b t i e n e n  l o s  v a l o r e s :
CO
c
CJC7»
CL
to to0) rO
f i
O
u.
o
E
ë
Q)
<U
* o
c
' O
Ü
o
CO
(6 u j/n u j) p o p iA ip D
1 2 6 .
-  0 , 0 8  = -  — —
Km
Km = 1 2 , 5  rnim
Vmdx = — ^—  = 0 , 0 5  U / m l  = 50  mU/ml  
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pH 6 p t i m o  de l a  a c t u a c i o n  d e l  e n z  i m a . -
S u s t r a t o ;  P e c t i n a  de m an z a n a ,  a c o n c e n t r a c i ô n  f i n a l  de 1 mg /ml  
e n t am p6 n c i t r a t o - f o s f a t o - b o r a t o  0 , 0 5  lïl de d i f e r e j a  
t e s  u a l o r e s  de p H .
Uol umen de s o l u c i o n  de e n z i m a :  1 4 0  ^ 1 .
P r o t e i n a s ;  0 , 6 8 0  m g/ ml  de l a  s o l u c i ô n  de e n z i m a .
T ie m po  de i n c u b a c i ô n  : 2 h o r a s .
Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  f u e r o n ;
pH L e c t u r a  A c t i u i d a d  e s p e c i f i c a
  U.A . _______ ( m ü /  mg)__________
2 . 5  0 , 2 2  1 6 , 9 7
3 . 0  0 , 2 3  1 7 , 7 4
3 . 5  0 , 2 3  1 7 , 7 4
4 . 0  0 , 2 4  1 8 , 5 1
4 . 5  0 , 2 4  1 8 , 5 1
5 . 0  0 , 2 4  1 8 , 5 1
5 . 5  0 , 2 2  1 7 , 3 6
6 . 0  0 , 1 3  1 0 , 0 3
6 . 5  0 , 1 0  7 , 7 0
7 . 0  0 , 0 9  6 , 9 0
7 . 5  0 ,  08 6 , 5 0
en
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pH L e c t u r a
U . A .
A c t i v i d a d  e s p e c i f i c a  
(mU/mg)
8 , 0 0,  08 6 , 5 0
8 , 5 0 ,  08 6 , 5 0
9 , 0 0 , 0 8 6 , 5 0
E l  pH ô p t i m o  o b t e n i d o  f u é  de 4 a 5 u n i d a d e s .  E s t o s  
r e s u l t a d o s  se e n c u e n t r a n  r e p r e s e n t a d o s  en l a  g r a f i c a  de l a  
F i g .  24 .
V a r i a c i o n  de l a  a c t i v i d a d  e nz  i m a t  i c a  con l a  c o n c e n t r a  c i o n  d e l  
enz ima . -
S u s t r a t o :  P e c t i n a  de manzana , a c o n c e n t r a c i ô n  f i n a l  de I m g / n l  
en t ampon c i t r a t o - f o s f a t o - b o r a t o  de pH 5 ,  0 , 0 5  im.
Uol umen de s o l u c i ô n  de e n z i m a :  de 5 a 60 / . i l .
P r o t e i n a s ;  0 , 6 3 0  mg/ ml  de s o l u c i ô n  de e n z i m a .
T i empo  de i n c u b a c i ô n :  2 h o r a s .
Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  f u e r o n :
Vol umen de s o l u c i ô n  L e c t u r a
de e n z i m a  ( /j 1 . ) __________ U . A .
A c t . e s p e c i f i c a  
(mü/mg)______
5 0 , 2 1 6 , 4 3
10 0 , 2 7 0 , 2 5
15 0 , 3 5 1 0 , 7 1
20 0 , 4 1 1 2 , 5 3
25 0 , 4 5 1 3 , 7 7
30 0 , 5 1 1 5 , 6 0
35 0 , 5 5 1 6 , 8 2
40 0 , 5 8 1 7 , 7 4
45 0 , 6 3 1 9 , 2 8
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13 u.
Vol umen de s o l u c i ô n  
de e n z i m a  ( j u l . )
L e c t u r a
U . A .
A c t . e s p e c i f  i c a  
( m U/rn q )
50 0 , 6 7 2 0 , 5 1
55 0 , 7 1 2 1 , 7 3
60 0 , 7 5 2 2 , 9 5
Los r o s u l t n d o s  o b t e n i d o s  se r e p r e s e n t a r o n  g r a f i c a ­
me nt e en l a  F i g .  25 .
De e s t a  g r a f i c a  podemos d e d u c i r ,  que a me di da  que ^ 
a um e nt a  l a  c o n c e n t r a c i ô n  d e l  e n z i m a ,  a um ent a  l a  a c t i v i d a d  e n -  
z i m a t  i c a .
D e t e r m i n a ^ c i ô n  de l a  Umôx ( v e l o c i d a d  maxi ma)  y Km ( c o n s t a n t e  
de ( ï l i c h a e l i s - l ï l e n t e n )  p o r  e l  m é t o d o  de L i n e i u e a v e r - B u r k . -
S u s t r a t o ;  P e c t i n a  de m a n z a n a ,  a c o n c e n t r a c i o n e s  f i n a l e s  de 300  
a 1 8 0 0  m g / l  ( r e f e r i d o  a é q u i v a l e n t e s  de ô c i d o  g a l a c -  
t u r ô n i c o ,  e s t a s  c o n c e n t r a c i o n e s  va n de 0 , 6 5  a 0 , 1 1  
mW) , en t ampô n c i t r a t o - f o s f a t o - b o r a t o  0 , 0 5  ild de pH 5,
Vol umen de s o l u c i ô n  de e n z i m a :  1 2 0  / ü l .
P r o t e i n a s :  0 , 6 3 0  mg /ml  de s o l u c i ô n  de e n z i m a .
T ie m p o  de i n c u b a c i ô n ;  1 h o r a .
C o n c e n t r a c i o n e s  de 1 / f s l  L e c t u r a  A c t i v i d a d  ( l / V )  . 1 0 ^
s u s t r a t o  (m(H) mlïl-'* U . A . mU/ml 1 / U / m l
1 , 5 4 0,  65 0 , 0 8 1 8 , 5 5 4 ,  05
2 ,  06 0 , 4 8 0 , 1 0 2 3 , 8 4 2 , 5 7
2 , 5 7 0 , 3 9 0 ,  12 2 7 , 8 3 5 ,  09
3 ,  09 0 , 3 2 0 ,  15 3 4 , 4 2 9 ,  00
3 , 6 0 0,  28 0 ,  16 3 7 , 0 2 7 ,  01
4 , 1 2 0 , 2 4 0 ,  18 4 1 , 6 2 4 ,  00
4 ,  63 0 , 2 2 0 , 2 0 4 6 , 2 2 1 , 6 4
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C o n c e n t r a c i o n e s  
s u s t r a t o  (mlïl)
de 1 /  [s] 
mlïl'
L e c t u r a
U . A .
A c t  i V  i d a d  
mU/ml
( l / V ) . 1 0 ^  
1 / U / m l
5 , 15 0,  19 0 , 2 3 5 3 , 2 1 8 , 7 9
6 , 1 8 0 , 1 6 0 , 2 7 6 2 , 5 1 6 ,  00
7 , 2 1 0,  14 0 , 3 0 6 9 ,  4 1 4 , 4 0
8 ,  24 0 , 1 2 0 , 3 4 7 8 , 7 1 2 , 7 0
9 , 2 7 0 , 1 1 0 , 3 6 8 3 , 3 1 2 ,  00
R e pr e s e n t a n d o  e s t  os r e s u l t a d o s en l a  g r ^ f i c a de l a
F i g .  25 , se o b t i e n e n  l o s  v a l o r e s :  
1
-  0 , 5  =  -
Km = 2 mifl.
Km
Mméx = - " - -  = 0 , 2 5  U / ml  = 2 5 0  m U / m l .
E X 0 PECT INL IA 5A
pH ô p t i m o  de l a  a c t u a c i ô n  d e l  e n z i m a . -
S u s t r a t o ;  P e c t i n a  de m an z a n a ,  a c o n c e n t r a c i o n e s  f i n a l e s  de 
1 m g / m l ,  en t ampô n c i t r a t o - f o s f a t o - b o r a t o  0 , 0 5  lïl, 
de d i f e r e n t e s  va l o r e s  de pH.
Vol umen de s o l u c i ô n  de e n z i m a ;  1 4 0  ^ 1 .
P r o t e i n a s ;  0 , 6 8 0  mg /ml  de s o l u c i ô n  de e n z i m a .
T ie mpo  de i n c u b a c i ô n ;  5 h o r a s .
Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  f u e r o n :
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pH L e c t u r a  A c t i u i d a d  e s p e c i f i c a  
i n c r e m e n t o  U . A .  (mU/mg)
2 , 5 0 , 0 0 0 ,  0
3 , 0 0 ,  00 0 ,  0
3 , 5 0 , 0 0 0 ,  0
4 , 0 0 , 0 0 0 , 0
4 , 5 0 , 0 0 0 , 0
5 , 0 0 , 0 0 0 , 0
5 , 5 0 , 0 0 0 ,  0
6 , 0 0 , 0 1 2 , 0
6 , 5 0 , 0 5 1 0 , 0
7 , 0 0 , 1 4 3 0 ,  0
7 , 5 0 , 1 5 3 2 , 0
8 , 0 0 , 1 8 3 9 , 0
8 , 5 0 , 0 3 6 ,  G
9 , 0 0 , 0 1 3 , 0
E l  pH ô p t i m o  f u é  de 8 u n i d a d e s . E s t o s  r e s u l t a d o s ,  se
> r e p r e s e n t a d o s en l a  g r é f i c a  de l a  F i g .  27 .
de l a a c t  i u  i d a d e nz  i m a t  i c a  con l a  c o n c e n t r a c i ô n  d e l
enz  i m a . -
S u s t r a t o ;  P e c t i n a  de m a n z a n a ,  a c o n c e n t r a c i ô n  f i n a l  de I m g / m i  
en tampon c i t r a t o - f o s f a t o - b o r a t o  0 , 0 5  «1 de pli 0 , 0 ,
Uol umen de s o l u c i o n  de e n z i m a :  de 5 a 40 y u l .
P r o t e i n a s :  0 , 6 3 0  mg /ml  de s o l u c i o n  de e n z i m a .
T ie mpo  de i n c u ba  c i o n  : 5 h o r a s .
Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  f u e r o n :
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Uol umen de s o l u c i ô n  
de e n z i m a  ( j J l . )
L e c t u r a  
i n c r e m e n t  o U . A .
A c t . e s p e c i f  i c a  
(mü/mq)
5 0,  06 1 3 ,  04
10 0 , 0 5 1 0 ,  86
15 0 , 0 3 6 , 5 2
20 0 , 0 2 4 , 3 4
25 0 , 0 1 2 , 1 ?
30 0 , 0 0 0 , 0 0
35 0,  00 0 , 0 0
40 0,  00 0 , 0 0
Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  se r e p r e s e n t a r o n  g r a f i -
c ame nt e en l a F i g . 2 0 ,
De e s t a  g r a f i c a ,  podemos d e d u c i r  que a medi da
que a u m en ta  l a  c o n c e n t r a c i ô n  de e n z i m a , d i s m i n u y e  l a  a c t i -
u i d a d  e n z  i m a t  i c a . E s t e r e s u l t a d o  nos h i z o  pensa r  en l a  p r £
s e n c i a  de un i n h i b  i d o r en l a  s o l u c i ô n de e n z i m a ,  p o r  l o
que r e p e t i m o s e s t e  mismo e x p e r i m e n t o  con s o l u c i ô n  de enzj .
ma d i a l i z a d a ( S o l u c i ô n de e n z i m a  en t ampô n c i t r a t o - f o s f a t o
b o r a t  o 0 ,  05 lïl de pH 8 , 0,  f u é  d i a l i z a d a f  r e n t e a l  mismo tam
pôn a 4 9 C ,  d u r a n t e  3 d £ a s ) .
Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  f u e r o n :
Uol umen de s o l u c i ô n  
de e n z i m a  ( ajI . )
L e c t u r a  
i n c r e m e n t  o Ü . A .
A c t . e s p e c i f  i c a  
(mU/mo)
5 0,  01 2 , 1 7
10 0 , 0 3 6 , 5 2
15 0 , 0 4 8 , 6 0
2 0 0,  06 1 3 ,  00
25 0,  07 1 5 , 2 0
30 0,  08 1 7 , 3 0
35 0 , 0 9 1 9 , 5 0
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Los r é s u l t a  d u o  o b t e n i d o s ,  s u  o n c u c n t r a n  r e p r e s e n t a -  
dos en  i a  g r a T i c a  de l a  F i g .  29 .
De e s t a  g r â f i c a  pndemos d e d u c i r ,  guo a me di da  gue -  
a urne n t a  l a  c o n c e n t  ra  d o n  de c n z i m a ,  a ume nt a l a  a c t i u i d a d  enz i ,  
m a t i c a .  E s t e  r e s u l t a d o  i n d i c a ,  que c l  i n h i b i d o r  que se e n c o n -  
t r a b a  en l a  s o l u c i ô n  de n n z i m a ,  es de p eq ue n o  t amano o b a j o  -  
Pm, d e b i d o  a que d e s a p a r e c e  en  l a  d i a l i s i s .
ü e t e r m i n a c i â n  de l a  Umax ( v / e l o c i d a r i  max ima)  y Km ( c o n s t a n t e  de 
un i c h a e  1 i s - M c  n t e  n) p o r  e 1 m ét od o de L i  neujeave r - B u r k  . -
S u s t r a t o :  P e c t i m  de m a n z a m ,  a c o n c e n t  ra  c l o n e s  f i n a l e s  de 100  
a 1 0 00  m g / l  ( r e f e r i d o  a é q u i v a l e n t e s  de g a l a c t u r o n i -  
c o ,  e s t a s  c o n c e n t r a c i o n e s  van de 1 , 9 4  a 0 , 1 9  mlïl) , en  
t ampon c i t r a t o - f o s f a t o - b o r a t o  de pH 0 , 0  0 , 0 5  lïl.
Vol umen de s o l u c i ô n  de e n z i m a :  1 00  p l .
P r o t e i n a s ;  0 , 5 3 0  mg /ml  de s o l u c i ô n  de e n z i m a .
T ie mpo  do i n c u b a c i ô n :  5 h o r a s .  Los r o s u l t a d o s  o b t e n i d o s :
C o n c e n t r a c i o n e s  
de s u s t r a t o ( m m )
1 /  [S]
mlïl-'^
L e c t u r a  
i n c r e m e n t  o U.A
A e t  i v i d a d  
m U/m l
( 1 / V )  .10^  
1 / U / m l
0 , 5 1 1 , 9 6 0 ,  045 9 , 7 1 0 , 3
1 , 0 3 0 , 9 7 0 ,  090 19,  0 5 , 2
1 , 5 4 0,  64 0 , 1 1 5 25,  0 4 , 0
2 ,  06 0,  40 0,  130 2 8 , 0 3 , 6
2 , 5 7 0 , 3  9 0 ,  140 3 0 , 0 3 , 3
3 ,  09 0 , 3 2 0 ,  170 36 ,  0 2 , 0
3 ,  60 0 , 2 3 0,  1 50 3 2 ,  0 3 , 1
4 , 1 2 0 , 2 4 0 , 1 7 0 36 ,  0 2 , 8
4 , 6 3 0 , 2 ? 0,  180 3 9 , 0 2 , 5
5 , 1 5 0,  19 0 , 2 1 0 45 2 , 2
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140.
R e p r e s e n t a n d o  e s t  os r e s u l t a d o s  en l a  g r a f i c a  de l a  
F i g . 30  f se o b t i e n e n  1 os v a l o r e s ;
— 0 , 3 3  = — —  — —
Km
Km = 3 , 0 3  mfïl
Umax = — - —  = 0 , 0 7 1  U / m l  = 71 m U / m l .
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pH 6 p t i m o  de l a  a c t u a c i o n  d e l  e n z i m a . -
S u s t r a t o :  P e c t i n a  de ma n za nq ,  a c o n c e n t r a c i o n  f i n a l  de I m g / m l  
en t ampon c i t r a t o - f o s f a t o - b o r a t o  0 , 0 5  lïl de d i f e r e n -  
t e s  v a l o r e s  de pH.
Uolumen de s o l u c i o n  de e n z i m a :  1 0 0  ;j 1.
P r o t e i n a s :  0 , 6 3 0  mg / m l  de s o l u c i ô n  de e n z i m a .
T iempo de i n c u b a c i ô n :  5 h o r a s .
Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  f u e r o n :
pH ________ L e c t u r a   A c t .  e s p e c i f i c a
t ^  t ^  ( U/mg)
2 , 5 4 * 2 9 " 3 * 5 1 " 1 4 , 1
3 , 5 4 * 3 6 " 3 * 3 0 " 2 3 , 9
4 , 0 4 * 3 5 " 3 * 3 9 " 2 0 , 3
4 , 5 4 * 3 5 " 3 * 4 7 " 1 7 , 4
5 , 0 4 * 3 6 " 3 * 5 0 " 1 6 ,  6
5 , 5 4 * 3 5 " 3 * 4 5 " 1 8 , 8
6 , 0 4 * 4 0 " 3 * 3 8 " 2 2 , 1
7 , 0 4* 4 5" 3 * 4 4 " 2 1 , 4
8 ,  0 4 * 4 1 " 3 * 5 1 " 1 7 , 0
0 , 5 4 * 3 6 " 3 * 5 2 " 1 5 , 9
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E l  pH ô p t i m o  Fué de 3 , 5  u n i d a d c ; ? .  Est .os r e s u l t a d o s  
se e n c u e n t r a n  r e p r e s e n t a d o s  en l a  F i q . 3 1
V a r i a c i o n  de l a  a e t  i v i d a d  e n z i m â t l c a  con l a  c o n c e n t r a c i o n  de 1 
e n z i m a . -
S u s t r a t o :  P e c t i n a  de m a n z a n a ,  a c o n c e n t r a c i o n  f i n a l  de I m g / m 1 
en t ampo n c i t r a t o - f o s f a t o - b o r a t o  de pH 3 , 5  0 ,  OSHil.
Uolumen de s o l u c i ô n  de e n z i m a :  de 5 a 40 j j l ,  de s o l u c i o n  por  
0 , 4 m l .  de s u s t r a t o  
P r o t e i n a s :  0 , 6 3 0  mg / m l  de s o l u c i ô n  de e n z i m a ,
Ti empo  de i n c u b a c i ô n :  5 h o r a s .
Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  f u e r o n :
Uol umen de s o l u c i ô n  L e c t u r a  A e t . e s p e c i f  i c a
de e n z i m a  (a»1 . ) t  ^ t ^  ( U/mg)
5 3* 4 9 " 3 * 3 5 " 5 , 1 1
10 3 ' 5 0 " 3 * 2 8 " 9 , 5 6
15 3 * 5 2 " 3 * 2 5 " 1 1 , 6 3
20 3* 60" 3 * 2 4 " 1 5 , 0 0
25 3 * 5 2 " 3 * 2 4 " 1 2 ,  07
30 3 * 5 4 " 3*  27" 1 1 , 5 4
35 3 * 4 7 " 3 * 2 2 " 1 1 , 0 1
40 3* 4 9 " 3 * 2 6 " 1 0 , 0 4
Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s ,  se r e p r e s e n t a r o n  en l a  
g r a f i c a  de l a  F i g .  32 .
[Je e s t a  g r a f i c a ,  podemos O e d u c i r ,  que a me di da  que 
aum en ta  l a  c o n c e n t r a c i o n  de e n z i m a  d i s n i n u y e  l a  a c t  i v i d a d  e n -  
z i m â t i c a .  E s t e  r e s u l t a d o ,  sema j a n t e  a l  o b t e n i d o  en l a  E x o p e c -  
t i n l i a s a ,  nos h i z o  p e n s a r  en l a  p r e s e n c i a  de un i n h i b i d o r  en  
l a  s o l u c i ô n  d e l  e n z i m a ,  p o r  1 o que r e p e t i m o s  e 1 mismo e x p e r i -
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ment  o con s o l u c i ô n  de e n z i m a  d i a l i z a d a ,  i g u a l  que p a r a  l a  
B x o p e c t  i n l i a s a .
Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  f u e r o n :  
Uol umen de s o l u c i ô n  L e c t u r a A c t . e s p e c i f  i c a
de e n z i m a  ( j J l . ) t o S
( u / m g )
5 3 * 3 8 " 3 * 3 6 " 0 , 9 1
10 3 * 3 9 " 3 * 3 3 " 2 , 7 3
15 3 * 3 6 " 3*  2 8 " 3 , 7 0
2 0 3 * 4 1 " 3 * 2 5 " 7 , 2 3
25 3 * 4 5 " 3 * 2 0 " 1 1 , 1 1
3 0 3 * 4 9 " 3 * 2 0 " 1 2 , 6 6
35 3 * 5 2 " 3 * 2 0 " 1 3 , 7 9
Los r e s u l t a d o s o b t e n i d o s ,  se e n c u e n t  r a n r e p r e s
t a d o s  en l a  g r ô f i c a  de l a  F i g .  33  .
De e s t a  g r â f i c a  podemos d e d u c i r ,  que a me di da  que 
a um e nt a  l a  c o n c e n t r a c i ô n  de e n z i m a  a ume nt a  l a  a c t  i v i d a d  e n z ^  
mât i c a . E s t e  r e s u l t a d o  i n d i c a ,  i g u a l  que p a r a  l a  e x o p e c t i n -  
l i a s a ,  que e l  i n h i b i d o r  que se e n c o n t r a b a  en  l a  s o l u c i ô n  de 
e n z i m a  ha d e s a p a r e c i d o  en l a  d i â l i s i s .
D e t e r m i n a c i ô n  de l a  U m a x ( v e l o c i d a d  mâxi ma)  y Km ( c o n s t a n t e  
de M i c h a e l  i s -lYlent e n )  p o r  e l  m é t o d o  de L i n e  w e a v e r - B u r k . -
S u s t r a t o :  P e c t i n a  de m a n z a n a ,  a c o n c e n t r a c i o n e s  f i n a l e s  de
1 00  a 1 8 0 0  m g / l  ( R e f e r i d o  a é q u i v a l e n t e s  de g a l a c -  
t u r ô n i c o ,  e s t a s  c o n c e n t r a c i o n e s  van de 0 , 5 1  a 9 , 2 7  
mlïl) , en t am p on  c i t r a t o - f o s f a t o - b o r a t o  0 , 0 5  HO de pH 
3 , 5 .
Uolumen de s o l u c i ô n  de e n z i m a  : 1 4 0  j j l ,
P r o t e i n a s :  0 , 6 3 0  m g / m l  de s o l u c i ô n  de e n z i m a .
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T ie m p o  de i n c u b a c i ô n ;  5 h o r a s ,  
Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  f u e r o n :
C o n c e n t r a c i o n e s  
de s u s t r a t o ( m l ï l )
1 /C s ]
mm-*
L e c t u r a A e t  i v i d a d  ( 1 / U )  
( U / m l )  1 / U / m l
0 , 5 1 1 , 9 6 2 * 5 5 " 2 * 5 3 " 1 , 1 4 0 , 8 7
1 ,  03 0 , 9 7 2 * 5 8 " 2 * 5 3 " 2 , 8 0 0 , 3 6
1 , 5 4 0 , 6 4 3 * 0 7 " 3*  00" 3 , 7 4 0 , 2 7
2 ,  06 0 , 4 8 3* 03" 2 * 5 6 " 4 , 9 1 0 , 2 0
2 , 5 7 0 , 3 9 3 * 0 5 " 2 * 5 5 " 5 , 4 0 0 , 1 8
3 ,  09 0 , 3 2 3*  0 8" 2 * 5 6 " 6 , 3 8 0 ,  16
3 , 6 0 0 , 2 8 3 * 1 3 " 2 * 5 9 " 7 , 2 5 0 , 1 4
4 , 1 2 0 , 2 4 3 * 1 5 " 3 * 0 1 " 7 , 2 5 0 ,  14
4 , 6 3 0 , 2 2 3 * 2 0 " 3*  03" 8 , 5 0 0 ,  12
5 , 1 5 0 , 1 9 3 * 2 3 " 3 * 0 3 " 9 , 8 5 0,  10
6 ,  18 0 , 1 6 3 * 3 1 " 3 * 0 5 " 1 2 , 3 2 0 ,  08
7 , 2 1 0 , 1 4 3 * 4 0 " 3 * 1 1 " 1 3 , 1 8 0 ,  07
8 , 2 4 0 , 1 2 3 * 4 8 " 3 * 1 6 " 1 4 ,  03 0 , 0 7
9 , 2 7 0 , 1 1 4* 0 2" 3 * 2 5 " 1 5 , 2 8 0 , 0 6
R e p r e s e n t a n d o e s t o s  r e s u l t a d o s en l a  g r a f i c a de l a
F i g .  34 , se o b t i e n e n  l o s  v a l o r e s :
1
-  0,11  =  — —
Km = 9 ,  09 mm 
1
Km
Umax = = 25 U / m l
0 , 0 4
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[ s t u d i o s  s o b r e  e l  i n h i b i d o r  de l a s  P a c t i n l i a s a s . -
1)  E l  t a m p6 n  en que se e f e c t u ô  l a  d i a l i s i s  se concoj i
t r o  en p r o p o r c i â n  1 0 : 1 ,  en un r o t a v a p o r  " B U C H I " ,  a l a  t e m p £  
r a t u r a  de 3 0 9 C .
En e s t e  l i q u i d e  c o n c e n t r a d o ,  debe e n c o n t r a r s e  e l  
i n h i b i d o r  de l a s  P e c t i n l i a s a s .
P a r a  d e m o s t r a r  e s t o ,  se i n c u b a r o n  l o s  s u s t r a t o s  -  
c o r r e s p o n d i e n t e s  con l a  s o l u c i ô n  de e n z i m a  d i a l i z a d a  d u r a n ­
t e  5 h o r a s .  E s t e  e x p e r i m e n t o  se h i z o  p o r  d u p l i c a d o  p o n i e n d o  
en uno de l o s  c a s o s  0 , 5  ml  de l i q u i d e  de l a  d i a l i s i s  concej i  
t r a d e .
Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  f u e r o n :
a c t  i v i d a d  ( U / m l )
E n zi m a 4- s u s t r a t o  E n zi m a 4 - s u s t r a t o  4 i n h i b ,
E x o p e c t  i n l  i a s a  0 , 0 9 1  0 , 0 2 8
E n d o p e c t i n l i a s a  1 6 , 9 3 5  7 , 1 4 2
A l a  v i s t a  de e s t a s  r e s u l t a d o s ,  y v i e n d o  que en en  
e l  c a s e  en que ponemos e l  l i q u i d e  de l a  d i a l i s i s  c o n c e n t r a ­
d o,  l a  a c t  i v i d a d  d i s m i n u y e ,  se puede d e c i r  que en e se  l i q u i ­
de se e n c u e n t r a  e 1 i n h i b i d o r  de e s t a s  e n z i m a s .
2)  Se i n t e n t ô h a c e r  una c r o m a t o g r a f i a  con e l  l i q u i d e
de l a  d i a l i s i s  c o n c e n t r a d o ,  e x t r a y e n d o  l a s  s a l e s  con p i r i d j .  
n a ,  y e l  r e s u l t a d o  f u é  que e l  i n h i b i d o r  no se puede e x t r a e r  
con p i r i d i n a .  E s t o  se compr obô p o r que  a l  i n c u b a  r  l o s  s u s t r £  
t e s  c o r r e s p o n d i e n t e s  con s o l u c i ô n  de e n z i m a  d i a l i z a d a  mas 
e l  i n h i b i d o r  e x t r a  i d o  con p i r i d i n a  y l l e v a d o  a s e q u e d a d ,  se 
o b t e n l a  l a  misma a c t  i v i d a d  que a l  i n c u b a r  e s t o s  s u s t r a t o s  
con l a  s o l u c i ô n  de e n z i m a  s i n  e l  i n h i b i d o r .
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PECTINESTERASA
pH o p t i m o de l a  a c t u a c i ô n  de 1 e n z i m a . -
S u s t r a t o : P e c t i n a  da manzana a l  0,5;'^ e n Cl Na  0 , 1  m, a j u s t a -
do a d i f  e r e n t e s  v a l o r e s  de pH •
Vol ume n de s o l u c i ô n  de e n z i m a :  7 m l .
P r o t e  i n a  s : 0 , 7 0 0  m g / m l  de s o l u c i ô n  de enz i m a .
T ie m po  de i n c u b a c i ô n :  5 h o r a s .
Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  f u e r o n :
pH L e c t u r a  
ml de NaOH 0 , 0 1 N . f a c t o r
A e t  i v i d a d  e s p e c i f  i c a  
( U/mg)
3 , 0 0 ,  000 0 , 0 0
4 , 0 0 ,  042 0 , 8 4
5 , 0 0 , 3 5 7 7 , 3 4
5 , 5 0,  6 30 1 2 , 2 0
6 ,  0 0 , 4 7 2 9 , 4 4
7 , 0 0 , 0 2 1 4 , 2 0
8 ,  0 0,  000 0 , 0 0
E l  pH ô p t i m o  o b t e n i d o  f u é  de 5 , 5  u n i d a d e s .  Los re^
s u l t a d o s  se e n c u e n t r a n  en l a  g r a f i c a de l a  F i g  35 . E l  f a c -
t o r  de l a NaOH 0 , OIN u t i l i z a d a  f u é  de 1 , 0 5 .
V a r i a c i ô n de l a  a c t  i v i d a d  e n z i m a t i c a con l a  c o n c e n t r a c i ô n
de e n z i m a . -
S u s t r a t o : P e c t i n a  de manzana a l  0 , 5 / en C l N a  0 , 1  m, a j u s t a -
do a un pH de 5 , 5  con NaOH 0, 01 N,  de f a c t o r  1 , 0 5 .
Vol umen de s o l u c i ô n  de e n z i m a :  de 0 , 5 a 5 m l .
P r o t e i n a s : 0 , 7  80 mg / m l  de s o l u c i ô n  do enz ima .
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Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  f u e r o n :
Vol umen de s o l u c i ô n  L e c t u r a  A c t  . e s p e c i f i c a
de e n z i m a  ( m l ) ml  NaOH O . O I N . f a c t o r ( U/ mg )
0 , 5 0 ,  063 0,  16
1 , 0 0 , 1 0 9 0 , 4 3
1 , 5 0,  294 0 , 7 5
2 , 0 0 , 4 2 0 1,  07
2 , 5 0 , 5 0 4 1 , 3 0
3 , 0 0 , 6 3 0 1 , 6 1
3 , 5 0 , 7 0 3 1,  80
4 , 0 0 , 7 8 7 2 , 0 1
4 , 5 0 , 8 2 9 2 , 1 2
5 , 0 0,  861 2 , 2 7
Los r é s u l t a  dos o b t e n i d o s ,  se r e p r e s o n t a n  en l a  -
g r a f i c a  de l a F i g . 3 6 .
De e s t a  g r a f i c a  podemos d e d u c i r ,  que a m ed i d a que
a um e nt a  l a  c o n c e n t r a c i ô n  de e n z i m a ,  aume nt a l a a c t i v i d a d  eri
7 i m a t  i c a  .
D e t e r r n i n a c i ô n de l a  Umax ( v e l o c i d a d  mâxi ma) Y Km ( c o n s t a n t e
de r n i c h a e l i s - l ï l  e n t e  n) p o r  e l m é t od o  de Lineu/ ea v e r - B u r k  . -
S u s t r a t o :  P e c t i n a  de ma n za na ,  à c o n c e n t r a c i o n e s  f i n a l e s  de 
1 0 0  a 1 0 0 0  m g / l  ( R e f e r i d o  a é q u i v a l e n t e s  de a c i d o  
g a l a c t u r ô n i c o ,  e s t a s  c o n c e n t r a c i o n e s  va n de 0 , 5 1  
a 9 , 2 7  mlïl), en Cl Na  0 ,  1 lïl a j u s t a d o  a un pH de 5 , 5  
con NaOH 0 , 0 1  N de f a c t o r  1 , 0 5 .
Uol umen de s o l u c i ô n  de e n z i m a :  14 m l .
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P r o t e i n a s :  0 , 7 8 0  mg / m l  rie s o l u c i o n  de e n z i m a .  
T ie m p o  de i n c u b a c i ô n :  5 h o r a s .
Los r e s u l t a d o s o b t e n i d o s f u e r o n :
C o n c e n t r a c i o n e s  
de s us tr at o( ml Yl )
i / a d
mlïi''
L e c t u r a  
ml NaOH 0 , OI N.
A e t  i v i d a d  
f  ( U / m l )
( 1 / U )
1 / U / m l
0 , 5 1 1 , 9 6 0 ,  021 0 ,  04 2 3 , 8 0
1 , 0 3 0 , 9 7 0 ,  063 0 , 1 3 7 , 9 3
1 , 5 4 0 , 6 4 0 ,  094 0 , 1 9 5 , 3 2
2 , 0 6 0 , 4 8 0 , 1 2 5 0 , 2 5 4 ,  00
2 , 5 7 0 , 3 9 0 , 1 3 8 0 , 2 7 3 , 7 0
3 , 0 9 0 , 3 2 0 ,  168 0 , 3 4 2 , 9 4
3 , 6 0 0 , 2 8 0 ,  189 0 , 3 8 2 , 9 2
4 , 1 2 0 , 2 4 0 , 1 9 9 0 , 4 0 2 , 5 0
4 , 6 3 0,  22 0 , 2 1 0 0 , 4 2 2 , 3 8
5 , 1 5 0,  19 0 , 2 1 7 0,  43 2 , 3 2
6 ,  18 0 , 1 6 0,  227 0 , 4 5 2 , 2 2
7 , 2 1 0,  14 0,  270 0 , 5 4 1 , 8 5
8 , 2 4 0,  12 0 ,  277 0 , 5 5 1 , 8 1
9 , 2 7 0 ,  11 0 , 2 8 5 0 , 5 7 1 , 7 5
Repre;s e n t a n d o  ie s t o s  v a l o r e s  en l a  g r â f i c a  de l a
F i g . 37 , SB o b t i e n e n  l o s  r e s u l t a d o s :
1
-  0,12  =  -
Km = 8 , 3 3  mlïl 
1
Km
Umax. = = 1 , 1 1  U / m l
0 , 9
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XILANA5A
pH 6 p t i m o  de l a  a c t u a c i 6 n  d e l  e n z i m a . -
S u s t r a t o ;  X l l a n o  c o l o i d a l  a c o n c e n t r a c i o n  f i n a l  de 8 yug/ml  , 
e n t ampon c i t r a t o - f o s f a t o - b o r a t o  0 , 0 5  IÏI de d i f e r e n -  
t e s  v a l o r e s  do pH.
Vol umen de s o l u c i o n  de e n z i m a :  1 4 0  p i .
P r o t e i n a s :  0 , 6 8 0  mg / m l  de l a  s o l u c i ô n  de e n z i m a .
T i e m po  de i n c u b a c i ô n :  2 h o r a s .
Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  f u e r o n :
pH L e c t u r a  A c t i v i d a d  e s p e c i f i c a
  U.  A .  (mU/mq)__________
2 , 5 0 , 1 5 1 3 , 8 8
3 , 0 0 , 1 8 1 6 ,  66
3 , 5 0,  19 1 7 , 5 9
4 , 0 0 , 2 5 2 3 , 1 4
4 , 5 0 , 3 3 3 0 , 5 5
5 , 0 0 , 3 2 2 9 , 6 2
5 , 5 0 , 3 2 2 9 , 6 2
6 , 0 0 , 3 2 2 9 , 6 2
6 , 5 0 , 2 7 2 5 , 0 0
7 , 0 0 , 2 4 2 2 , 2 2
7 , 5 0 , 2 0 1 8 , 5 1
8 , 0 0,  12 1 1 , 1 1
8 , 5 0 , 0 9 8 , 3 3
9 , 0 0 ,07. 6 , 4 8
E l  pH ô p t i m o  o b t e n i d o  f u d  de 4 , 5 .  Los r e s u l t a d o s  se 
e n c u e n t r a n  r e p r e s e n t a d o s  en l a  g r a f i c a  de l a  F i g .  38 .
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Va r l a c  i o n  de l a  a c 1v i  d 3 d e n z i m a t i c a  cun l a  c o n c e n t r a c i o n  d e l  
enz i m a . -
S u s t r a t o :  X i l a n o  c o l o i d a l ,  a c o n c e n t r a c i o n  F i n a l  de 8 / j g / m l ,  
en t ampo n c i t r a t o - f o s f a t o - b o r a t o  U , 05 M de pH 4 , 5 .
Vol umen de s o l u c i ô n  de e n z i m a ;  de 5 a 60 y a l .
P r o t e i n a s :  0 , 6 3 0  mg /ml  de l a  s o l u c i ô n  de e n z i m a .
T ie mpo  de i n c u b a c i ô n :  2 h o r a s .
Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  f u e r o n :
Vol umen de s o l u c i o n  
de e nz i ma  ( j u l . )
L e c t u r a
U . A .
A c t . e s p e c i f  i c a  
(mU/mq)
5 0,  12 3 , 8 2
10 0,  14 4 ,  42
15 0,  18 5 , 5 0
20 0 , 2 2 6 , 7 3
25 0 , 2 5 7 , 6 5
30 0 , 2 7 8 , 2 5
35 0 , 2 9 8 , 8 7
40 0 , 3 2 9 , 7 9
45 0 , 3 4 1 0 , 4 0
50 0 , 3 7 1 1 , 3 2
55 0 , 3 9 1 1 ,  94
60 0 , 4 2 1 2 , 8 6
Los r e s u l t  1 ri os o b t e n i d o s  
dos en l a  g r â f i c a  de l a  F i g .  39 .
, se e n c u e n t r  a n r e p r é s e  nta^
De e s t a  g r a f i c a  podemos d e d u c i r . que a m ed i d a  que
a um en ta  l a  c o n c e n t r a c i ô n  de e n z i m a , aumenta l a  a c t i u i d a d  e n -
z i m i t  i c a .
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D e t e r m i n a c i ô n  de l a  Umax ( v e l o c i d a d  m^x ima)  y Km ( c o n s t a n t e
de l ï l i c h a e l i s - K l e n t e n )  p o r  c l  m é t o d o rie L i n e u i e a v e r - B u r k . -
S u s t r a t o :  X i l a n o  c o l o i d a l ,  a c o n c e n t r a c i o n e s  f i n a l e s  de 0 , 8 0  
a 1 4 , 4 0  / j g / m l  ( R e f e r i d o  a é q u i v a l e n t e s  de x i l o s a ,  
e s t a s  c o n c e n t r a c i o n e s  van de 0 ,  005 a 0 ,  096  mlïl), en 
t ampôn c i t r a t o - f o s f a t o - b o r a t o  0 , 0 5  lïl de pH 4 , 5 ,
Vol umen de s o l u c i ô n  de e n z i m a :  1 4 0  / n i .
P r o t e i n a s :  0 , 6 3 0  m g / m l  de l a  s o l u c i ô n  de e n z i m a .
T ie mpo  de i n c u b a c i ô n :  2 h o r a s .
Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  f u e r o n :
C o n c e n t r a c i o n e s  
se sus t r at o( ml Yl )
1 /  ls \
mlïl-''
L e c t u r a
U . A .
Ac t  i v i d a d  
mU/ml
( 1 / U )  .10-^
0 , 0 0 5 2 0 0 , 0 0 , 0 4 9 , 2 1 0 8 , 6
0 ,  0 1 0 1 0 0 ,  0 0 , 1 0 2 3 , 1 4 3 ,  2
0 ,  0 16 6 2 , 5 0 , 1 5 3 5 ,  1 2 8 , 5
0 , 0 2 1 4 7 , 6 0 ,  19 4 5 , 4 2 2 , 0
0 ,  027 3 7 , 0 0 , 2 7 5 3 , 4 1 8 , 7
0 , 0 3 2 3 1 , 2 0 , 2 4 5 7 , 1 1 7 , 5
0,  037 2 7 , 0 0 , 2 7 6 2 , 5 1 6 , 0
0 ,  043 2 3 , 2 0 , 2 9 6 7 , 1 1 3 , 9
0,  048 2 0 , 8 0 , 3 4 8 0 ,  0 1 2 , 5
0 ,  053 1 8 , 9 0 , 3 9 9 0 , 2 1 1 , 0
0 ,  064 1 5 , 6 0 , 4 4 1 0 1 , 8 9 , 8
0 ,  075 1 3 , 3 0 , 4 9 1 1 3 , 4 8 , 8
0 , 0 8 5 1 1 , 8 0 , 5 0 1 1 5 , 7 8 , 6
0 ,  0 96 1 0 , 4 0 , 5 2 1 2 0 , 3 0 , 3
R e p r e s e n t s ndo e s t o s r é  s u l t a  dos en l a  g r a f i c i a de l a
F i g .  40 se o b t i e n e n  l o s  v a l o r e s :
f i (
in
rO CM
O I'—'in —  (/)
1 6 2 ,
Km
Km = 0 , 1 0  mllfl.
\lm ix  = ------  —  = 0 , 2 5  U / m l  = 2 5 0  m U / m l .
ENZimnS PROTEOLITICQS
Se i n v e s t i g o  p o r  e l  m ét od o  de l a s  p l a ç a s  de a g a r -  
g e l a t i n a  ( c u a l i t a t i v a m e n t e )  s i n  d e t e c t a r s e  a c t i v i d a d  enz  im^  
t i c s .  P a r a  e s t e  e x p e r i m e n t o  se u t  i l i z a r o n  e n z i m a s  p a r c i a l -  
me nte  p u r i f i c a d a s ,  de 4 5 ,  8 0 ,  90  y 115 d i a s .
163.
ACTiy/ IDADES ENZIIKIATICAS DURANTE LA A U T 0 L I 5 I S  PE B0 TRYTI 5  
CINEHEA
V a r l a  c i o n  de l a  a c t i v l d a d  e n z i m l t l c a  de l a  p - N - a c e t i l q l u c o -  
s a m i n i d a s a  d u r a n t e  l a  a u t o l i s i s . -
Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  a p a r t i r  de l a s  v a l o r a -  
c i o n e s  r e a l i z a d a s  en e l  l i q u i d e  de c u l t i v e  y en e l  e x t r a c t o  
de m i c e l i o ,  d e s c r i t a s  en  e l  a p a r t a d o  de " I T I a t e r i a l e s  y lYléto-  
d o s " , se h a y a n  a g r u p a d o s  en l a  T a b l a  I .
En l a  r e p r e s e n t a c i 6 n  g r ^ F i c a ,  se t om6 en a b s c i s a s  
e l  p e r i o d o  de i n c u b a c i ô n ,  e x p r e s a d o  en d l a s ,  y en o r d e n a d a s  
l a  e c t i v i d a d  e n z i m d t i c a ,  e x p r e s a d a  en n ig/ muest  r a  . ( F i g . 4 1 )  . 
La c u r v a  cuyos p u n t o s  e s t a n  r e p r e s e n t a d o s  p o r  e l  s i g n e  o c_o 
r r e s p e n d e  a l a  u a r i a c i ô n  en e l  l i q u i d e  de c u l t i v e ,  y l a  c u£  
va c o r r e s p o n d e  a l  s i g n e  *  a l a  v a r i a c i ô n  en e l  e x t  ra e t  e de 
m i c e l i o .
En e s t a  g r ^ F i c a  pedemos e b s e r v a r  que h a s t a  l e s  20  
d l a s  de i n c u b a c i ô n ,  e s t a  e n z i m a  a um en ta  en e l  e x t r a c t o  de -  
m i c e l i o ,  y que c ua n do  en e s t e  e m p i e z a  a d i s m i n u i r  hay un 
g r a n  a um en to  en l a  1 i b e r a c i ô n  de e s t a  e n z i m a  a l  l l q u i d o  de 
c u l t i v e .
U a r i a c i ô n  de l a  a e t  i v i d a d  e n z i m ô t i c a  de l a  q u i t  i n a s a  d u r a n ­
t e  l a  a u t o l i s i s . -
Los r e s u l t a d o s  e b t e n i d o s  a p a r t i r  de l a s  va 1 e r a  -  
c l o n e s  r e a l i z a d a s  en e l  l l q u i d o  de c u l t i v e  y en e l  e x t r a c t o  
de m i c e l i o ,  se han  a g r u p a d o  en l a  T q b l a  I I .
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V / a r i a c i 6 n  de l a  a c t i v l d a d  de l a  F o s f a t a s a  ë c i d a  d u r a n t e  l a  
a u t  61 i s  i s
Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  e s t d i d i a n d o  l a  F o s f a t a s a  
a pH 3 , 5 ,  t a n t o  p a r a  e l  l i q u i d e  de c u l t i v e  corne p a r a  e l  e x ­
t r a c t o  de m i c e l i o  se h a y a n  en  l a  T a b l a  I I I .
U a r i a c i ô n  de l a  a c t i v i d a d  e n z i m ^ t i c a  de l a  F o s f a t a s a  a l c a l i -  
na d u r a n t e  l a  a u t  61 i s I s . -
E s t u d i a n d o  l a  F o s f a t a s a  a pH 9 , 5  se ha n o b t e n i d o  
p a r a  e l  l l q u i d o  de c u l t i v e  y p a r a  e l  e x t r a c t o  de m i c e l i o  l e s  
r e s u l t a d o s  que se h a y a n  en l a  T a b l a  I V .
V a r i a c i ô n  de l a  a c t i v i d a d  de l a  ( 1 , 3 ) - ^ - q l u c a n a s a  d u r a n t e  
l a  a u t ô l i s i s . -
Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  p a r a  e l  l l q u i d o  de c u l t ^  
vo y p a r a  e l  e x t r a c t o  de m i c e l i o  se h a y a n  a g r u p a d o s  en l a  
T a b l a  V.
La r e p r e s e n t a c l 6 n  g r â f i c a  se ha r e a l i z a d o  l l e v a n -  
do en a b s c i s a s  e l  t i e m p o  de i n c u b a c i ô n ,  e x p r e s a d o  en d l a s ,  
y en o r d e n a d a s  l a  a c t i v i d a d  e n z i m â t i c a ,  e x p r e s a d a  en WU p or  
m u e s t r a .  ( F i g .  4 2 ) .
En l a  F i g .  42 se ha r e p r e s e n t a d o  con e l  s i g n o  o  
l a  c u r v a  que c o r r e s p o n d e  a l  l l q u i d o  de c u l t i v e ,  y con e l  
s i g n e  •  l a  que c o r r e s p o n d e  a l  e x t r a c t o  de m i c e l i o .
V a r i a c  i ô n  de l a  a c t i v i d a d  e n z i m a t  i c a  de l a  i n v e r t a s a  d u r a n ­
t e  l a  a u t o l i s i s . -
Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s ,  t a n t o  p a r a  e l  l l q u i d o  -  
de c u l t i v e  como p a r a  e l  e x t r a c t o  de m i c e l i o ,  se e n c u e n t  r a  n 
en l a  T a b l a  V I .
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U a r i a c i ô n  de l a  a e t  i v / l d a i  enz  i c a  de l a  c e l u l a s a  d u r a n t e  
l a  a u t ô l i s i s . -
Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  p a r a  e l  l l q u i d o  de c u l t ^  
vo y e l  e x t r a c t o  de m i c e l i o  se ha n a g r u p a d o  en l a  T a b l a  U I I .
U a r i a c i ô n  de l a  a c t i v i d a d  e n z i m ^ t i c a  de l a  « ( - a m i l a s a  d u r a n ­
t e  l a  a u t ô l i s i s . -
Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s ,  t a n t o  p a r a  e l  l i q u i d e  -
de c u l t i v o  como p a r a  e l  e i ^ t r a c t o  de m i c e l i o ,  se h a y a n  en l a
T a b l a  U I I I .
La r e p r e s e n t a c i ô n  g r ô f i c a  ( T i g . 4 3 )  se ha r e a l i z a ­
do l l e v a n d o  en a b s c i s a s  e l  t i e m p o  de i n c u b a c i ô n ,  e x p r e s a d o  
en d f a s ,  y en o r d e n a d a s ,  l a  a c t i v i d a d  e n z i m d t i c a ,  e x p r e s a d a  
en m U / m u e s t r a .
En l a  F i g .  23 podemos o b s e r v e r  l a  c u r v a  que perte^  
nece a l a  u a r i a c i ô n  de l a  a c t i v i d a d  en e l  l l q u i d o  de c u l t i ­
vo con e l  s i g n o  o  , y l a  que p e r t e n e c e  a l a  u a r i a c i ô n  en -
e l  e x t r a c t o  de h i i c e l l o  con e l  s i g n o  •  .
U a r i a c i ô n  de l a  a c t i v i d a d  de l a  ( 1 , 6 ) - P - q l u c a n a s a  d u r a n t e  
l a  a u t ô l i s i s . -
Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  d u r a n t e  e s t e  p e r i o d o ,
t a n t o  p a r a  e l  l l q u i d o  de c u l t i v o  como p a r a  e l  e x t r a c t o  de -
m i c e l i o ,  l o s  hemos a g r u p a d o  en l a  T a b l a  I X .
U a r i a c i ô n  de l a  a c t i v i d a d  e n z i m â t i c a  de l a  ( 1 ,  4)  ( 1 ,  3 ) - j B - q l u - 
c a n as a  d u r a n t e  l a  a u t ô l i s i s . -
Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  p a r a  e l  l l q u i d o  de c u l t ^
vo y p a r a  n i  e x t r a c t o  de m i c e l i o  se han r e p r e s e n t a d o  en l a
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T a b l a  X .
U a r i a c i ô n  do l a  a c t  i v i d a d  e n z i r n î t i c a  rie l a  D e x t r a n a s a  d u r a n -  
t p  l a  a u t ô l i s i r ,
La a c t i v i d a d  de e s t a  e n z i m a  no se r e p r é s e n t a  en -  
n i n g u n a  T a b l a ,  d e b i d o  a que en t o d o  e l  p r o c e s o  a u t o l l t i c o  -  
no se ha d e t e c t a d o  n i  en e]  1 1 q u i d o  de c u l t i v o  n i  en e l  ex -  
t r a c t a  de m i c e l i o .
U a r i a c i ô n  de l a  a c t i v i d a d  e n z i m a t i c a  de l a  P o l i q a l a  e t u r o n a -  
Sa. d u r a n t e  l a  a u t ô l i s i s . -
Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  p a r a  e s t ]  e n z i m a ,  t a n t o  
p a r a  e 1 l l q u i d o  de c u l t i v o ,  como p a r a  e l  e x t r a c t o  de m i c e ­
l i o ,  se h a y a n  en l a  T a b l a  X I .
La r e p r e s e n t a c i ô n  g r a f i c a  ( f i g .  A4) se ha r e a l i z £  
do l l e v a n d o  en a b s c i s a s  e l  t i e m p o  de i n c u b a c i ô n  ( d i a s )  y en  
o r d e n a d a s  l a  a c t i v i d a d  e n z i m a t i c a  (mi l /mue s t  ra  ) .
En l a  F i g .  4 4 ,  l a  c u r v a  que se se Fia l a  con e l  s i m -  
b o l  o o  p e r t e n e c e  a l  l i ( ) u i d o  de c u l t i v a ,  y l a  d e l  s i g n o  #  a l  
e x t r a c t o  de m i c e l i o ,
U a r i a c i ô n  rie l a  a c t  i v i d a d  P o l  ime t  i  1 qa l a  e t  ur  o n a s a . .  d u r  : n t e 
l a  a u t ô l i s i s . -
Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  p a r a  n i  l l q u i d o  de c u l t _ i  
vo y p a r a  e l  e x t r a c t o  de m i c e l i o  se e n c u e n t  r a n  en l a  T a b l a  
X I I .
La r e p r e s e n t a c i ô n  g r a f i c a  ( F i g .  4 5)  se ha r e a l i z ^  
do l l e v a n d o  en  a b s c i s a s  e l  t i e m p o  de i n c u b a c i ô n ,  e x p r e s a d o  
en d l a s ,  y en o r d e n a d a s  l a  a c t i v i d a d  e n z i m a t i c a ,  e x p r e s a d a
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nn m U / m u e s t r a .
La c u r u a  de l a  F i g .  45 s e n a l a d a  con c l  s i g n o  o  c o r r e  sp unde  
a l  l i q u i d e  de c u l t i v o ,  y l a  s e n a l a d a  con e l  s i g n o  #  a l  e x ­
t r a c t o  de m i c e l i o .
V/ar i?aciôn de l a  a c t i v i d a d  e n z i m a t i c a  de l a  E x o p e c t  i n i  i  a sa 
d u r a n t e  l a  a u t o l i s i s . -
Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s ,  t a n t o  p a r a  e l  l i q u i d e  -  
de c u l t i v o  como p a r a  e l  e x t r a c t o  de m i c e l i o ,  se han a g r u p a ­
do en l a  T a b l a  X I I I .
Memos r e p r e s e n t a d o  en l a  F i g .  4 6 ,  l a  c u r v a  que u . 
p e r t e n e c e  a l  l i q u i d e  de c u l t i v o  con e 1 s i g n o  o  , y l a  que 
p e r t e n e c e  a l  e x t r a c t o  de m i c e l i o  con e l  s i g n o  #  . En a b s c i ­
sas  t en e mo s  e 1 t i e m p o  de i n c u b a c i ô n  ( d i a s )  y en o r d e n a d a s  
l a  a c t i v i d a d  e nz  i m i t  i c a  ( m U / m u o s t r a ) .
La a c t i v i d a d  de e s t a  e nz i m a se m i d i ô  t a m b i é n  i n ­
cuba nrlo l a  e n z i m a  con e l  s u s t r a t o  e i o n o s  de , r e s u l t a r i
do s e r  l a  misma que c ua n d o  se i n c u b a  s i n  l o s  i o n e s  de Ca
U a r i a c i ô n  de l a  a c t i v i d a d  o n z i m i t i c a  de l a  E n d o p e c t i n  1 l a  sa 
d u r a n t e  l a  a u t ô l i s i s . -
Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s ,  t a n t  o p a r a  e l  l i q u i d e  de 
c u l t i v o ,  como p a r a  e l  e x t r a c t o  de m i c e l i o ,  se e n c u e n t r a n  en 
l a  T a b l a  X I U .
La r e p r e s e n t a c i ô n  g r a f i c a  ( F i g .  4 7 )  se ha l l e v a d o  
a c abo  c o l o c a n d o  en a b s c i s a s  e 1 t i e m p o  de i n c u b a c i ô n ,  expre^ 
sa dp en d i a s ,  y en o r d e n a d a s  l a  a c t i v i d a d  e n z i m a t i c a ,  e x p r £  
sada en . U / m u e s t r a .
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189.
En l a  F i g .  4 7 ,  l a  c u r u a  s e n a l a d a  con e l  s i g n o  o  p e r t e n e c ” 
a l  i X q u i d o  de c u l t i v e ,  y l a  d e l  s i g n e *  a l  e x t r a d e  de m i c £  
l i e .
A l  p r e b a r  s i  l a  a c t i v i d a d  de e s t a  e n z i m a  aumenta-»
ba a l  a r î a d i r  en l a  i n c u b a c i ô n  i n n é s  Ca** , comprebamos que
no v a r i a b a .
U a r i a c i o n  de l a  a c t i v i d a d  de l a  E x o p e c t a t o l i a s a  d u r a n t e  l a  
d u r a n t e  l a  a u t o l i s i s . -
Los r e s u l t a d o s  e b t e n i d o s ,  t a n t e  p a r a  e l  l i q u i d e  -  
de c u l t i v e  cerne p a r a  e l  e x t r a  e t  e de m i c e l i o ,  se e n c u e n t r a n  
en l a  T a b l a  XU.
A l  a n a d i r  i e n e s  Ca** \en  e l  me d i o  de i n c u b a c i ô n  de
e s t a  e n z i m a ,  cemprebamos que su a c t i v i d a d  e n z i m ^ î t i c a  ne v a ­
r i a b a  .
Wa ri a c i é n  de l a  a c t i v i d a d  e n z i m a t i c a  de l a  E n d e p e c t a t e l i a s a  
d u r a n t e  l a  a u t o l i s i s . -
La a c t i v i d a d  e n z i m a t i c a  de e s t a  e n z i m a ,  t i n t e  p a ­
r a  e l  l i q u i d e  de c u l t i v e  corne p a r a  e l  e x t r a c t o  de m i c e l i o  
se e n ouent  r a  en l a  T a b l a  X U I .
Comprebames que l a  a c t i v i d a d  e n z i m a t i c a  no v a r i a  
a l  a n a d i r  en e l  m e d i e  de i n c u b a c i ô n  i e n e s  Ca^^ .
V a r i a  c i o n  de l a  a c t i v i d a d  e n z i m a t i c a  de l a  P e c t i n e s t e r a s a  
d u r a n t e  l a  a u t o l i s i s . -
Los r e s u l t a d o s  e b t e n i d o s  p a r a  e l  l i q u i d e  de c u l t _ i  
ve y e l  e x t r a c t e  de m i c e l i o ,  se e n c u e n t r a n  en l a  T a b l a  X V I I .
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194.
La r e p r e s e n t  3 c i  on q r a f i c a  ( F i g .  4 0 )  se l l e u ô  a ca_ 
bo r e p r é s e n t a n d o  en a b s c i s a s  o 1 t i n m p o  de i n c u b a c i ô n ,  e x p r £  
s ado en d i a s ,  y en o r d e n a d a s ,  l a  a c t i v i d a d '  e n z i m ô t i c a ,  o x -  
p r e s a d a  en • U / m u o s t r a ,
En e s t a  g r a f i c a  l a  c u r v a  s e n a l a d a  con e l  s i g n o  o
p e r t c n e c e  a l  l i q u i d a  de c u l t i v o ,  y l a  d e l  s i g n o  *  a l  e x ­
t r a c t o  de m i c e l i o .
V a r i a c i ô n  de l a  a c t i v i d a d  e n z i m a t i c a  de l a  X i l a n a s a  d u r a n t e  
l a  a u t ô l i s  i s  . -
Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  p a r a  e l  l i q u i d o  de c u i t  
vo y e x t r a  c t o  de m i c e l i o  se h a y a n  en l a  T a b l a  X V I I I .
La r e p r e s e n t a c i ô n  g r a f i c a  ( F i q .  4 9 )  se l l e v o  a C£
bo r e p r e s e n t s ndo en a b s c i s a s  e l  t  i empo de i n c u b a c i ô n  ( d i a s )  
y en o r d e n a d a s  l a  a c t i v i d a d  e n z i m a t i c a  ( m U / m u o s t r a )  .
En l a  F i g .  4 9 ,  l a  c u r v a  que se s e n a l a  con e l  s i g ­
no o  p e r t e n e c e  a l  l î g u i d o  de c u l t i v o ,  y l a  s e n a l a d a  con e l  
s i g n o  •  a l  e x t  ra e t  o rie m i c e l i o .
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197.
S e p a r a c i o n  e n t r e  l a  P o l i m e t i l q a l a c t u r o n a s a  y l a  P e c t i n l i a n a .
E s t a  p r u e b a ,  r e a l i z a d a  con e l  a c i d o  t l o b a r b i t û r i -  
c o ,  como ya se i n d i c o  en  e l  a p a r t a d o  de " l ï l a t e r i a l e s  y f f l éto-  
d o s " ,  no nos ha a c l a r a d o  n i n g u n  r e s u l t a d o ,  ya que no e n c o n -  
t r a m o s  en e l  e s p e c t r o  de a b s o r c i o n  e s t u d i a d o  ( 4 0 0  a 5 8 0  n m ) , 
n i n g û n  p i c o  que i n d i q u e  l a  p r e s e n c i a  de una u o t r a  e n z i m a .
198.
Columna
En un p r i m e r  i n t e n t  o de s e p i n r  l e s  e n z i m a s  encori  
t r a d e s  en l a  a u t o l i s i s  de B o t r y t i s  c i n e r e a , e n c o n t r a m o s  una 
c u r v a  de a c t i v i d a d  que qucda r e f l e j a d a  en l a  F i g .  5 0 .
E s t u d i a n d o  l a s  f r a c c i o n e s  donde se h a l l a b a  a c t i v a i  
dad en l a  c o l u m n a ,  pudimos e n c o n t r a r  s o l o  t r è s  e n z i m a s  ( F i g  
51 ) :
-  j l - N - a c e t  i  I g l u c o s a m  i n i d a  sa : a c t i v i d a d  en l a s  F r a c c i o n e s  -
de 7 a 2 7 ,  con un mi x imo en l a  F ra c c i o n  n? 1 5 .
-  ( 1 , 3 ) - | 3 - g l  u ca na sa  : a c t i v i d a d  en l a s  F r a c c i o n e s  n9 31 a 
5 1 ,  con un max imo en l a  Fr  a c c i o n  n'i 4 3 .
-  o( - a m i l a s a  : a c t i v i d a d  en  l a s  F r a c c i o n e s  nS 31 a 4 7 ,  con -
un m a x imo en l a  Fr  i ce i o n  4 1 .
No se d e t e c t  o en n i n g u n a  F r a c c i ô n  a c t i v i d a d  de l a s  s i g u i e n *  
t e s  e n z i m a s :
-  P o l i g a l a c t u r o n a s a
-  P o l i m e t i l q a l a c t u r o n a s a
-  E n d o p e c t i n l i a s a
-  E X o p e c t i n l i a s a
-  P e c t i n e s t e r a s a
-  X i l a n a s a
p o s i b l e m c n t e  d e b i d o  a una i n a c t  i v a c i ô n  de e s t a s  e n z i m a s  a -  
su p a s o p o r  l a  c o l u m n a .
iI
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200.
C r o m a t o q r a f i a s . -
Con e l  f i n  de v e r  1 os p r o d u c t  os de r e a c c i ô n  de 
l a s  e n z i m a s  x i l a n a s a  y p e c t I n l i a s a s ,  se h i c i e r o n  una s e r i e  
de c r o m a t o g r a f i a s  de l a s  oue podemos d e d u c i r :
-  La x i l a n a s a ,  como p r o d u c t o  de r e a c c i ô n  p r o d u c e  x i l e a a .
-  Las p e c t  i n l  i a s a s ,  como p r o d u c t o  de r e a c c i ô n  p r o d u c e n  dci .  
do g a l a c t u r ô n i c o ,  ademâs de o t r a s  s u s t a n c i a s  que p u d i e -  
r a n  se r  o t r o s  ^ c i d o s  u r ô n i c o s  ( d i m e r o s  o t r i m e r o s  d e l  g^  
l a c t u r ô n i c o )  ,
2D1.
P i  r e d e s  c e l u l a r e s . -
En B o t r y t i s  c i n e r e a . pudimos o b t e n c r  p a r a d e s  de 
3 y 7 d i a s ,
Gr ad o de 1 i s  i s  con e l  t  iemp o de i n c u b a c i ô n . -
Los g r a d e s  de 1 i s  i s  a 1 c a n z a d  os p o r  e s t a s  p a r a d e s  
con e l  t i e m p o  de i n c u b a c i ô n ,  se e n c u e n t r a n  a g r u p a d o s  en l a  
s i g u i e n t e  T a b l a : ( P a r e d  mas s o l u c i ô n  de e n z i m a )
H o r a s  de 3 d i a s  7 d i a s
i n c u b a c i ô n U . A . G ra d o  de l i s i s  1, U . A . Grado l i :
0 0 , 4 1 0 , 0 1
1 0 , 3 9 4 , 7 0 , 7 7 4 , 9
3 0 , 3 5 1 4 , 7 0 , 7 1 1 2 , 4
5 0 , 3 3 1 9 , 6 0 , 6 4 2 0 , 9
24 0 , 2 9 2 9 , 3 0 ,  60 2 5 , 9
48 0 , 2 4 4 1 , 5 0 ,  55 3 2 , 1
96 0 , 2 0 5 1 , 2 0 , 5 1 3 0 , 8
120 0 , 2 0 5 1 , 2 0 , 5 1 3 0 ,  A
Los b l a  ne os de p a r e  d e s h e r u i d a s ,  no p r e s e n t a r o n  
n i n g u n a  a l t e r a c i ô n  d u r a n t e  l a s  17Ü h o r a s  de i n c u b a c i ô n .  Los 
b l a n c o s  de p a r a d e s  s i n  h o r v i r ,  expe r i m e n t a n  una l i g e r a  l i ­
a i s  a 1 o l a r g o  d e l  t i e m p o  de i n c u b a c i ô n ,  p r  oduc i d a  p or e l  -  
a f e c t o  l i t i c o  endôgi  no de l a s  e n z i m i s  que que da n r e t e n i d a s  
en l a  p a r e d .  Los g r a d e s  de 1 is  i s  a l c a n z a d o s  p or  e s t  o s b l a r j  
c 05 e s t a n  r e p r e s e n t ados en l a  T a b l a  s i g u i e n t e ;
202.
H o r a s  do 3 d f a s 7 d f a s
i n c u b a c i ô n  ^
A.  G ra do  de l i s i s U.A . Grado de l i s i s  ,0
0 0 , 23 - 0 , 3 6 -
1 0 , 22 4 , 4 0 , 3 3 8 , 4
3 0 , 20 1 3 , 1 0 , 3 2 1 1 , 1
5 0 , 20 1 3 , 1 0 , 3 2 1 1 , 1
24 0 , 19 1 7 , 4 0 , 3 0 1 6 , 7
40 0 , 19 1 7 , 4 0 , 2 9 1 9 , 4
95 0, 19 1 7 , 4 0,  29 1 9 , 4
1 2 0  0 , 19 1 7 , 4 0 , 2 9 1 9 , 4
Los b l a n c o s de p a r e d  con e n z i m a  h e r v i d a  p r e s e n t a n
l a  misma a c t i v i d a d  que1 1 os b l a n c o s de p a r e d e s s i n  h e r v i r .
U a l o r a c i o n o s  r e a l i z a d a s  en e l  h i d r o l i z a d o  de l a s  p a r e d e s  de
3 d f a s  f i espues de 120 h o r a s  de i n c u b a c i ô n . -
Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s se e n c u e n t r a n  en l a  T a -
b l a  s i g u i e n t e  :
P a r e d + S o l . E n z i m a P a r e d  i tamp on
U.A . AJmol es/ml U . A .  j um o l e s / m l
C a r b o h i d r a t o s
t o t a l e s
0 , 4 4 0 ,  68 0 ,  21 0 , 3 2
S u s t a n c i a s  
r e d u c t  o r a  s
0 ,  15 0 , 4 1 0,  08 0,  19
G l u c o s e
ox i d a s a
0 , 4 3 0,  25 0 , 1 9 0,  11
N - a c e t  i l - 0 ,  00 0 ,  00 0,  00 0 , 0 0
g l u c o s a m  i n a
203
A c t i v i d a d  e n z i m a t i c a  e n c o n t r a d a  en p n r e d e s  de 3 d i a s . -
Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  se e n c u e n t r a n  en l a  T a ­
b l a  s i g u i e n t e ; ( T ie mpo  de i n c u b a c i ô n  3 h o r a s ) :
U . A ,  A c t i v i d a d  ( m U / m l )
^ - N - a c e t  i l -  
g l u c o s a m i n i d a s a
( 1 , 3 ) - p - g l u c a -  
nas a
P o l i g a l a c t u r o -  
nasa
P o l i m e t i l g a l a c -  
t u r o n a s a
0 , 4 0  4 , 4 4
0 ,  04 3 ,  00
ai. - a m i l a s a  0 , 0 2  1 , 5 4
0 , 00 0 , 0 0
0, 00 0, 00
P e c t i n e s t e r a s a  0 , 0 0  0 , 0 0
E x o p e c t i n l i a s a  0 , 0 6  1 3 , 0 4
E n d o p e c t i n l i a s a  ^ 1 7 "  3 3 2 6 , 0 0
X i l a n a s a  0 , 0  0 , 0 0
La a c t i v i d a d  de l a  e n d o p e c t  i n l  i a  sa se m id e  v i e n d o  e l  de^ 
ce ns  G en l a  v i s c o s i d a d .
204.
lïli c r o s c o n i n  e l e c t r ô n l c a  . -
La e s t r u c t u r a  e x t e r n a  que p r e s e n t a n  l a s  p a r e d e s  
de 3 d i a s  de B o t r y t i s  c i n e r e a , se o b s e r v o  a l  m i c r o s c o p i o  -  
e l e c t r ô n i c o  en p r e p a r a c i o n e s  s om br e ad as  con A u / P d .
E s t a  e s t r u c t u r a  se e s t u d i ô  a med i d a  que a u a n z a b a  
l a  l i s i s  de l a s  p a r e d e s  c e l u l a r e s  de e s t e  h on go ,  con sus -  
p r o p i a s  e n z i m a s .  E s t o  ha q ue da do r e f i e j a d o  en l a s  s i g u l e n ­
t e s  f i g u r a s ;
F i g .  52 ; P a r e d e s  s i n  a t a c a r .
a . -  3 6 . 0 0 0  a u m e n t o s .
b . -  3 6 . 0 0 0  a u m e n t o s .
F i g .  53 : P a r e d e s  a t a c a d a s  d u r a n t e  24 h o r a s .
a . -  3 4 . 5 0 0  a u m e n t o s .
b . -  2 5 . 3 0 0  a u m e n t o s .
F i g .  54 : P a r e d e s  a l a s  40 h o r a s  de a t a q u e .
a . -  2 5 . 0 0 0  a u m e n t o s .
b . -  2 5 . 3 0 0  a u m e n t o s .
F i g .  55 ; P a r e d e s  a l a s  96 h o r a s  de a t a q u e .
a . -  2 9 . 9 0 0  a u m e n t o s .
b . -  6 4 . 0 0 0  a u m e n t o s .
mUr jî-j ,-■■-■'\ü ■ ■■■.
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209.
E x p e r i m e n t o s  en p l a n t a s  do . i u d i a .  (^h a s o o l u s  v u l q a r i s )
Una uez que l a s  p l a n t a s  de j u d i a  han e mpe za do a 
c r e c e r ,  y b r o t a  l a  4^ h o j a , so e f e c t u a  l a  i n o c u l a c i o n  con  
s o l u c i o n  de e n z i m a s  de B o t r y t i s  c i n e r e a . P a r a  cada e x p e r i -  
me n to  se u t i l i z a r o n  dos p l a n t a s  c o n t r o l  y 3 p r o b l e m s .  ( Lo s  
e x p e r i m e n t o s  se r e p  i t  i e r o n  3 v o c e s ,  o b t e n i e n d o s e  l o s  m i s -  
mos r e s u l t a d o s ) .
A c t i v i d a d  e n z i m c i t i c a  de l a  s o l u c i o n  de e n z i m a s  e m p l e a d a . -
La a c t i v i d a d  e n z i m d t i c a  de l a  s o l u c i o n  de e n z i m a s  
e m p l e a d a  p a r a  i n o c u l a r l a s  p l a n t a s ,  se r o c o g e  en l a  s i g u i e r i  
t e  t a b l a :
U . A .
/ 3 - N - a c e t i l -  0 , 8 8
g l u c o s a m i n i d a s a
«X-am i l a s a  0 , 4 6
( 1 , 3 ) - p - g l u c a -  0 , 6 3
nasa
P o l  i g a l a c t u r o -  0 , 0 5
nasa
P o l i m e t i l g a l a c -  0 , 1 0
t  ur  o n a s a
E X o p e c t i n l i a s a  0 , 6 6
End ope e t  i n l  i a s a  30
P e c t i n e s t e r a s a  0 , 0 0
X i l a n a s a  0 , 7 5
T i empo de 
i n c u b a c i ô n
1 5 ’
1 5 ’
1 5 ’
1 2 0 ’
120 ’
3 0 0 ’
3 00 *
3 0 0 ’
120 ’
A e t i v i d a d  
( m U/ m1)
1 1 7 , 3
4 2 5 , 9
5 8 3 . 3
5 , 7
1 1 , 5
1 4 3 . 4  
1 3 3 0 ,  0
0, 0 
1 1 7 , 3
*  La l e c t u r e  de l a  e n d o p e c t i n l i a s a  se e F e c t u a  m i r a n d o  de sc e n  
so de v i s c o s i d a d .
2 1 0 .
E F e c t o  de l a  i n o c u l a c i o n . -
A l o s  7 d f a s  de s e r  i n o c u l a d a ,  une de l a s  p l a n t a s  
p r o b l e m a  p e r d i ô  su p r i m e r a  h o j a . Los t a l l o s  de l a s  p l a n t a s  
p r o b l e m a  e mp e za ba n  a n o t a r s e  m a c e r a d o s .
A l o s  14 d f a s ,  l a s  o t r a s  dos p l a n t a s  p r o b l e m a  p e£  
d i e r o n  t o d a s  sus h o j a s  d an a d a s  p o r  l a  i n o c u l a c i ô n .
A l o s  21 d f a s ,  una de l a s  p l a n t a s  p r o b l è m e s  h a b i a  
p e r d i d o  t o d a s  sus h o j a s  , y l æ  o t r a s  s o l o  t e n f a n  l o s  nueuos  
b r o t e s  que i b a n  a p a r e c i e n d o .
Los t a l l o s  de t o d a s  l a s  p l a n t a s  d an ad as  con s o l u ­
c i o n  de e n z i m a ,  se e n c o n t r a b a n  muy m a c e r a d o s ,  y a l q u n o  con  
una e s p e c i e  de t u m o r a c i ô n  a b u l t a d a .
Las p l a n t a s  c o n t r o l  no s u f r i e r o n  n i n g u n  dano a 1 o 
l a r g o  de t o d o  e l  e x p e r i m e n t o .
Dos de l a s  p l a n t a s  p r o b l e m a ,  que hab f a n  p e r d i d o  
sus h o j a s ,  se r e h i c i e r o n  a p a r t i r  de l a  zona danada dando  
nue vos b r o t o s .
Todo e s t o  puede o b s e r u a r s e  en l a  s i g u i e n t e s  F i g u ­
r a s  :
F i g .  56 : a )  Compara c i ô n  e n t r e  l a  p l a n t a  a ta  cada y l a  c o n t r o l
b)  P l a n t a  a t a c a d a
c) P l a n t a  c o n t r o l
F i g . 5 7 ;  a)  A l a  d e r e c h a  h o j a  a b a c a d â ,  a l a  i z q u i e r d a  h o j a
c o n t r o l .
b)  a l a  i z q u i e r d a  h o j a  c o n t r o l ,  a l a  d e r e c h a  h o j a  
a t a c a d a  d es pu es  de c a e r s e  de l a  p l a n t a .
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F i g .  5 0 :  a)  i z q u i e r d a  h o j a  a t a c a d a  ca i d a  de l a  p l a n t a ,  d é ­
ro c h a  h o j a  c o n t r o l ,  
b)  H o j a s  e mpez ando a s e r  a t a c a d a s .
F i g .  5 9 :  a)  T a l l o  c o n t r o l .
b)  T a l l o  a t a c a d o  a 1 f i n a l  d e l  p e r i o d o  de i n c u b a c i ô n .
F i g .  6 0 :  a )  T a l l o  c o n t r o l .
b)  T a l l o  a t a c a d o  a l  p r i n c i p l o  d e l  p e r i o d o  de i n c u ­
b a c i ô n .
E l  e x p e r i m e n t o  se c o n c l u y ô  a l o s  50  d i a s  de i n c u b a c i ô n ,  a l  
no n o t a  r s e  o t r o s  c a m b i o s .
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[ i l a c c r a c i o n  de t n  j i d o s . -
La m a c R r a c i â n  de t n j i d o s  ■ n l l e v o  a c abo  en p a t a ­
t a , m a n z a n a  y z a n a h o r i n .
Los r e s u l t  a rj os de l a s  u a l o r a c i o n e s  r c a l i z a d a s  se 
e n c u e n t r i n  en l a s  T a b l a s  s i g u i n n t o s ;
P a t a t a
S ü s t . r e d u c t o r a s  C o n d u c t i u i d a d  G a l a c t u r o n i c o
Tampôn 1 
e n z i m a
Tampon 4- 
a gua
A gua + 
e n z i m a
A gua
j u m o l e s / m l  j jmhQ/cm U . A .
0 , 0 8
0,  65
0 , 0 8  
0,  19
4 , 1 2 . 1 0
3 , 8 8 . 1 0
2 ,2 2 . 1 0
1,20.10
- 3
- 3
- 3
- 3
0 , 7 1
0 ,2 2
0 , 4 0
0 , 2 4
Ma nzana
Tampôn 4- 
e n z i m a
Tampôn 4- 
agua
A gua 4- 
e n z  ima
A gua
O u s t . r e d u c t o r a r  
 j j m o l e s / m l
1 6 . 2 7  
1 0 , 5 5
1 5 , 0 3
1 0 . 2 7
C o n d u c t i u i d a d  G a l a c t u r o n  t c o  
pmhb/cm   U .A ._____
3 , 4 . 1 0 - 3
3 , 1 . 1 0
6,0.10 - 4
2,1.10 - 4
0 , 3 4
0 , 2 7
0 , 3 5
0 , 2 5
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Z a n a h o r i a
S u s t .  r e d u c t o r a s  C o n d u c t i u i d a d  G a l a c t u r o n i c o  
I j m o l e s / m l  p mh o/  cm ________ U . A .
Tampon T 2 0 , 8 0  3 4 , 0 . 1 0 " ^  0 , 2 9
o n z i m a
I g u f "  *  1 8 . 3 3  9 , 5 . 1 0 - ^  0 , 2 5
ê r im a  1 7 . 7 7  3 4 . 0 . I Q - '  0 . 5 7
Agua 1 6 , 9 4  g . V . l O " " ^  0 , 2 7
E l  mo tod o do d o t e c c i ô n  de ^ c i d o  g a l a c t u r ô n i c o  se ha u t i l i z e  
do c u a 1 i t a t i v a m e n t e .
E l  v o l u m e n  de c é l u l a s  s e d i m e n t a d a s  queda r e f l c j a -  
do en l a s  s i g u i e n t e s  f i g u r a s :
F i g . 61 a ) T u b o  1 ; V o lu me n  de c é l u l a s  de p a t a t a ,  s e d i m e n t a d a s ,  
en t ampôn con e n z i m a .
Tubo 2 :  Uol umen de c é l u l a s  de p a t a t a  s e d i m e n t a d a s , -  
en t ampô n mas agua. .
Tubo 3 :  Volume n de c é l u l a s  s e d i m e n t a d a s  de p a t a t a , -  
en agua mas e n z i m a .
Tubo 4 :  Vol umen de c é l u l a s  de p a t a t a  s e d i m e n t a d a s , -  
en a g u a .
b ) C é l ' U l a s  de p a t a t a  e n c o n t  r a d a s  en e l  s e d i m e n t o .
F i g . 6 2  a )  Tubo 1 :  Vo lumen de c o l ü i l a s  s e d i m e n t a d a s  de m a n z a ­
na en tampôn con e n z i m a .
Tubo 2 :  Vol umen de c é l u l a s  de manzana s e d i m e n t a ­
d a s ,  en t ampôn con a g u a .
Tubo 3 ;  Vol umen de c é l u l a s  s e d i m e n t a d a s ,  de manza^ 
n a ,  en agua con e n z i m a .
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Tube 4 ;  v o l  une n de c c l u l i s  s e d i m e n t a d a s  de m a n z a ­
na en a g u a .
b) C é l u l a s  de manzana e n c o n t r a d a s  on c l  s e d i m e n t o .
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L o c a l i z a c i ô n  h i s t o q u f m l c a  de l a  B - N - a c e t i l q l u c o s a m i n i d a s a  
a l  m i c r o s c o p i o  o p t i c o . -
La l o c a l i z a c i o n  de l a  ^ - N - a c e t i l g l u c o s a m i n i d a s a  
SB l l e u Q  a c abo  an m i c e l i o  de 6 y de 11 d i a s .
En m i c e l i o  de 6 d i a s ,  puede v e r s e  que l a  l o c a l i z £  
c i o n  de e s t a  e n z i m a  se e n c u e n t r a  en e l  c i t o p l a s m a .  E s t a  l o ­
c a l i z a c i o n  se o b s e r v a  en f or ma de g r u e s o s  p u n t o s  r o j o s  ( d e -  
b i d o  a l  c o l o r a n t e )  que en l a s  f o t o g r a f i a s  q ue da n r e f i e j a d o s  
de c o l o r  n e g r o .  En e l  m i c e l i o  t r a t a d o  p r e v i a m e n t e  con i n h i -  
b i d o r ,  t a n t o  como en e l  m i c e l i o  que no ha s i d o  i n c u b a d o  con  
e l  s u s t  r a t  o,  no e x i s t e  l o c a l i z a c i ô n  de e s t a  e n z i m a .  E s t o  
p ue de  o b s e r v a r s e  en l a s  s i g u i e n t e s  F i g u r a s :
F i g .  6 3 :  m i c e l i o  de B o t r y t i s  c i n e r e a  p r e v i o  t r a t a m i e n t o  con  
e l  i n h i b i d o r ,  y m i c e l i o  s i n t r a t a m i e n t o  a l g u n o .
F i g .  6 4 ;  m i c e l i o  t r a t a d o  con e l  s u s t r a t o  de l a  p - N - a c e t i l -  
g l u c o s a m i n i d a s a  y su l o c a l i z a c i o n .
En m i c e l i o  de 11 d i a s ,  o bs e r v â m e s  que e l  m i c e l i o  
e s t a  mas l u t o l i z a d o ,  Los r e s u l t a d o s  en c u a n t o  a l o c a l i z e -  
c i ô n ,  son l o s  mismos que p a r a  e l  m i c e l i o  de 6 d i a s .  E s t o  
p ue de  o b s e r v a r s e  en l a s  f i g u r a s :
F i g .  6 5 :  m i c e l i o  p r e v i o  t r a t a m i e n t o  con i n h i b i d o r  o s i n  t ra.  
t a m i e n t o  n i n g u n o .
F i g .  6 5 ;  m i c e l i o  t r a t a d r  p a r a  l o c a l i z a r  e s t a  e n z i m a .
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L o c a l i z a c i 6 n  h i s t o q u l m i c a  de l a  ^ - N - a c e b i i g l u c o s a m i n i d a s a  
a l  m i c r o s c o p i o  e l é c t r ô n i c o . -
La l o c a l i z a c i o n  de l a  p - N - a c e t i l g l u c o s a m i n i d a s a  
a l  m i c r o s c o p i o  e l s c t r ô n i c o  se l l e v o  a c a bo  en m i c e l i o  de 11 
d i a s .
A p e s a r  de que l a  f i j a c i ô n  d e l  t e j i d o  no es p e r ­
f e c t s  , hemos p o d i d o  o b s e r v e r  que e s t a  e n z i m a  se e n c u e n t r a  
l o c a 1 i z a d a  d e n t r o  de l a s  v a c u o l a s .  E s t a  l o c a l i z a c i o n  se o b ­
s e r v a  en f or ma  de g r a n d e s  p u n t o s  n e g r o s  que se e n c u e n t r i n  -  
en e l  i n t e r i o r  de l a s  v a c u o l a s .  ( F i g .  67 )
E l  t e j i d o  t r a t a d o  con i n h i b i d o r ,  p r e v i a  f i j a c i ô n  
con e l  s u s t r a t o ,  no t i e n e  l o c a l i z a c i o n  de e s t a  e n z i m a  o l a  
t i e n e  muy a t e n u a d a  d e b i d o  a que e l  i n h i b i d o r  no h ay a p o d i d o  
a c t u a r  t o t a l m e n t e .  ( F i g .  6 8 )
E l  t e j i d o  ( m i c e l i o )  s i n  t r a t a m i e n t o  con e l  s u s ­
t r a t o ,  no p r é s e n t a  n i n g u n a  l o c a l i z a c i o n ,  p u d i ô n d o s e  o b s e r -  
v a r  l a s  v a c u o l a s  v a c i a s .  ( F i g .  6 9 ) .
F i g .  5 7 :  a)  2 0 . 4 0 0  a u m e n t o s .
b)  1 4 . 9 6 0  a u m e n t o s .
F i g .  6 8 :  a)  m i c e l i o  s i n  t r a t a m i e n t o .  3 3 . 0 0 0  a u m e n t o s .
b )  m i c e l i o  t r a t a d o  con i n h i b i d o r .  3 7 . 4 0 0  a u m e n t o s .
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La f a s e  n u t  o l  i t  i c a  en m i c r  oorgn n ismos y p a r t  i c u l a _ r  
me nt e en hongos f  i l  u n e n t o s o s ,  ha s i d o  poco e s t u d i a d a  en com-  
pa ra c i o n  con l a s  demâs f a s e s  de c r e c i m i c n t o ,  a ungue es de sij 
mo i n t e r é s ,  no s o l a m e n t e  p or  su v a l o r  t e o r i c o ,  s i n o  p o r  l a  
i m p o r t a n c i a  que puedn t e n e r  en  l o s  a s p e c t  os e c o l ô g i c o  y p a t  o 
g é n i c o  y como f u e n t e  de p r o d u c c i o n  de enz ima s l i t i c a s  y o t r o c  
m e t a b o i i t o s  a p r n v e c b i b l e s  p a r a  d i v e r s e s  f i n e s ,  p r i n c i p a I m e n -  
t e  en l ï l e d i c i n a  y B i o q u i m i c a .
Desde l o s  o r i m e r o s  e s t u d i o s  l l e v a d o s  a c abo  s o b r e  
a u t ô l i s i s  en hongos f  i l a m e n t  os o s , se c o n s i d é r a  e s t a  f a s e  c o ­
mo un f enome no muy c o m p l e j o ,  de l a r g a  d ur a  c i o n ,  e l  c u a 1 p u e ­
de t r a n s c u r r i r  de d i f o r e n t e  ma ne r a  a l  v a r i a r  l a s  c o n d i c i  ones  
t a n t o  f  1 s i c a s  como ( j u i m i c a s  en  l a s  que se d e s n r r o l l a  e l  p r o -
C B S O .
En l a  bûs qu eda  e x h a u s t i v e  a t r a v é s  de l a  b i b l i o g r a _  
f i a  de hongos f i l a m e n t o s  o s , no p a r e c e  e n c o n t  ra  r s e  n i n g u n a  i n  
v e s t  i g a  c i ô n  s o b r e  l a  a u t ô l i s i s  de D o t r y t i s  c i n e r e a , s a l v o  un 
t r a b a j o  do Lahoz  y c u l .  ( 1 9 7 1 )  que e s t u d i a  l o s  c a mb i o s  en l a  
c o n c e n t  r a  c i  6n de p o l i o l e s  en l o s  c u l t i v o s  a u t o l i z a d o s  de e s ­
t e  h on go ,  que en l a s  c o n d i c i o n e s  d e s c r i t a s  a l c a n z a  un g r a d e  
de a u t ô l i s i s  de un S9'/â a l o s  lÜG d i a s  de i n c u b a  c i ô n ,  s i e n d o  
e l  p r o c e s o  a u t  o l i t  i c o  muy l e n t o .  Po r  e l  c o n t r a r i o ,  en  l a s  
c o n d i c i o n e s  d e s c r i t a s  on n u e s t r o  t r a b a j o ,  t a n t o  e l  c r e c i m i e r i  
t o  como l a  a u t ô l i s i s  son p r o c e s o s  muy r a p i d o s ,  c o r r e s p o n d i e r i  
do e l  d i a  ce r  o de a u t ô l i s i s  a l  s e x t o  d i a  de c r e c i m l e n t o ;  e l  
p r o c e s o  a u t  odeg r a d a t  i  vo es muy i n t e n s o ,  n b s e r v a n d o s e  u n i  pé_r 
d i d a  de p es o s ec o de m i c e l i o  o g r a d e  do a u t ô l i s i s  de un 31% 
en l o s  p r i m e r o s  d i a s  d e l  p r o c e s o ,  l l e g a n d o  a se r  de un 8 Ou a
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l o s  41 d i a  de i n c u b a c i ô n ,  p e r m a n e c i e n d o  c o n s t a n t e  d u r a n t e  30  
d i a s  mas ( F i g . 9)  .
Una v ez  m^s se compr ueba que l a  i n i c i a c i ô n  de l a  
a u t ô l i s i s  c o i n c i d e  con l a  d e s a p a r i c i ô n  de l a  F u e n t e  c a r b o n a -  
da d e l  m e d i o  de c u l t  i v o  ( L e a l  y c o l ,  1 9 6 8 )  ( P a g .  98 ) .
E l  pH d e l  me d i o  e x p é r i m e n t a  un l i g e r o  i n c r e m e n t o  a 
t r a v é s  d e l  p r o c e s o  de a u t ô l i s i s ,  pues en  l o s  p r i m e r o s  d i a s  -  
e l  pH o s c i l a  e n t r e  5 , 5  y 6 , 5 ,  p a r a  l u e g o  a l c a n z a r  e l  v a l o r  -  
c o n s t a n t e  de 6 , 9  ( F i g . 1 1 ) .
La g l u c g s a  e x i s t a n t e  en e l  m i c e l i o  en l o s  p r i m e r o s  
d i a s  d e l  p r o c e s o ,  es m e t a b o l i z a d a  p a u l a t i n a m e n t e  p o r  e l  h o n ­
g o,  no e n c o n t r é n d o s B  i n d i c i o e  de g l u c o s a  en l o s  e x t r a c t o s  de 
m i c e l i o  a l  F i n a l  de l a  a u t ô l i s i s  ( p a g . 98 ) .
Las v a r i a c i o n e s  que e x p e r i m e n t a n  l a s  p r o t e  i n a  s a -  
t r a v é s  de l a  a u t ô l i s i s ,  t a n t o  en e l  l i q u i d o  de c u l t i v e  como 
en l o s  e x t r a c t o s  de m i c e l i o ,  p ue de n v e r s e  en l a  p é g i n a  1 0 0  . 
Hay una a c u m u l a c i ô n  p r o g r è s i v a  de p r o t e  i n a s  en e l  l i q u i d o  de 
c u l t i v e  a l e  l a r g o  d e l  p r o c e s o  de a u t ô l i s i s ,  p a r a  l e  l a m e n t e  -  
o c u r r e  una d i s m i n u c i ô n  de l a s  p r  o t e  i n a  s e x t r a c t a b l e s  d e l  m i -  
c e l i o  de B o t r y t i s  c i n e r e a , s i e n d o  un v a l o r  r e l a t i v a m e n t e  c on ^  
t a n t e  l a  suma de l a s  p r o t e i n a s  e n c o n t r a d a s  en e l  l i q u i d o  de 
c u l t i v e  y en e l  e x t r a c t o  do m i c e l i o  d u r a n t e  e s t e  p r o c e s o .
Segûn l a  c l a s i F i c a c i ô n  de l o s  hongos l l e v a d a  a c a ­
bo p o r  G a r n i c k i - G a r c i a  ( 1 9 6 8 ) ,  de a c u e r d o  con l a  c o m p o s i c i ô n  
de l a  a p r e d  de l o s  h on g o s ,  B o t r y t i s  c i n e r e a , p e r t e n e c e  a l  
g r u p o  V de e s t a  c i a  s i f i c a c i ô n ,  s i e n d o  q u i t i n a - g l u c a n e s  l o s  -  
c o m p o ne n t es  p r i n c i p a l e s  de su p a r e d  c e l u l a r .  E s t o  se c o n f i r ­
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ma con l o s  e s t u d i o s  l l e v a d o s  a c abo  p o r  L e a l  y c o l .  ( 1 9 7 9 ) ,  
s o b r e  l a  c o m p o s i c i ô n  de l o s  e s c l e r o c i o s  de B o t r y t i s  c i n e r e a  
en donde e n c u e n t r a n  un g l u c a n o  s o l u b l e  que t i e n e  l a  misma  
c o m p o s i c i ô n  que un g l u c a n o  e x t r a c e l u l a r  p r o d u c i d o  p o r  e s t e  -  
hongo ( L e a l ,  R u p e r e z  y G o m e z - l ï l i r a n d a ,  1 9 7 9 ) .  E s t e  p o l i s a c a r _ i  
do es un ^ - g l u c a n o  con e n l a c e s  (1,3) p r e d o m i n a n t e m e n t e  en  un 66% 
e n l a c e s  ( 1 , 6 )  en un 23% y e n l a c e s  ( 1 , 4 )  en un 11%, s i e n d o  
p r o b a b l e m e n t e  l a  f r a c c i ô n  i n s o l u b l e  o r e s i s t e n t e  un p o l i s a c £  
r i d o  c o m p l e j o  de q u i t  i n a  y e s t e  g l u c a n o  ( L e a l ,  c o m u n i c a c i ô n  
p e r s o n a  1 ) .
Las e n z  imas l i t i c a s  que p r é s e n t a  n ma yor  a c t  i  v i d a d  
en l a  a u t ô l i s i s  de B o t r y t i s  c i n e r e a , son l a  p - N - a c e t i l g l u c o ­
s a m i n i d a s a  y l a  ( 1 , 3 ) - p - g l u c a n a s a , Las a c t  i v i d a d e s  de e s t a s  
e n z i m a s  se a c u m u l a n  p r  o g r e s  i vame ri te en e l  l i q u i d o  de c u l t i v e  
y p e r m a n e c e n  c o n s t a n t e  s en l o s  e x t r a c t o s  de m i c e l i o  a t r a v é s  
de e s t e  p r o c e s o  d e g r a d a t i v o ,  p u d i e n d o  a c t u a r  s o b r e  q u i t  i n a  y 
g l u c a n o s  de l a  p a r e d  c e l u l a r  de e s t e  h o n go .
La p - N - a c e t i l g l u c o s a m i n i d a s a ,  es una e n z i m a  que h^  
d r o l i z a  o l i g ô m e r o s  de N - a c e t i l g l u c o s a m i n a  p r o b a b l e m e n t e  p r o ­
duc i d o s  en l a  h i d r ô l i s i s  de l a  q u i t  i n a . A s i  como l a  a c t i v i -  
dad q u i t  i n a s i c a  e n c o n t r n d a  t a n t  o en e l  l i q u i d o  de c u l t i v e  coi 
co e n 1 os e x t r a  c t o  de m i c e l i o ,  es muy pe que n a , y s o l a m e n t e  e -  
x i s t e  en l o s  p r i m e r o s  d i a s  de a u t ô l i s i s  ( T a b l a  I I ) ,  l a  p - N -  
a c e t  i l g l u c o s a m  i n i d a s a  es una e nz i m a que p r é s e n t a  una a c t i v i -  
dad muy a l t a .  E s t e  e nz i m a se e n c u e n t r a  t a n t o  en e l  c r e c i m i e j i  
t o  cnmo en l a  a u t ô l i s i s .  Su a c t  i v i d a d  en e l  l i q u i d o  do c u l t ^  
vo aument n a m ed i d a  que a v a n z a  e l  p r o c e s o  a u t  o l i t  i c o  h a s t a  -  
l o s  26 d i a s  rie i n c u b a c i ô n ;  a p a r t i r  de e s t e  momento,  l a  ict_i  
v i d a d  a l c a n z a d a  se ma n t  i e  ne c o n s t a n t e  d u r a n t e  t o d o  e l  p r o c e -
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s o .  En l o s  e x t r a c t o s  de m i ç e l i o  hay un d e c r e c i m i e n t  o g r a d u a l  
de l a  a c t  i v i d a d  e nz  i m a t  i c a ,  con va l o r e s  c o n s t a n t e s  a l  F i n a l  
d e l  p r o c e s o  ( F i g . 4 1 ) .  Las c o n s t a n t e s  c i n e t i c a s  de e s t a  e n z i ­
ma, p a r c i a l m e n t e  p u r i f i c a d a ,  son Km = 1 , 2 5  mlïl y Vmax= 1 , 6 6  
U / m l  ( F i g . 14)  p r e s e n t a n d o  i n h i b i c i o n  p or  e x c e s o  de s u s t r a t o ,  
a n a l o g a m e n t e  a l a  P - N - a c e t i l g l u c o s a m i n i d a s a  e n c o n t r a d a  en l a  
a u t ô l i s i s  (le S c i e  r o t  i n i a  f r u c t i q e n a  ( R e y e s  y B y r d e ,  1 9 7 3 ) .
E l  e n z i m a  p r é s e n t a  un pH ô p t i m o  de 5 , 0  u n i d a d e s  ( F i g . 12)  y -  
u m  a c t  i v i d a d  e s p e c i f i c a  l i n e a l  con l a  c o n c e n t r a c i ô n  d e l  e n -  
z ima ( F i g  . 13)  .
La ( 1 , 3 ) ‘ - p - g l u c a n a s a  se d é t e c t a  en l o s  e x t r a c t o s  -  
de m i c e l i o  a l  i n i c i a r s e  l a  a u t ô l i s i s  ( F i g . 4 2)  y en l o s  p r i m £  
ro s  d i a s  en que e l  p r o c e s o  d e g r a d a t i v o  es muy i n t e n s o ,  su a £  
t  i  v i d a d  t o t a l  es a l t a  p o r  m u e s t r a ,  aun(]ue su a c t  i v i d a d  e s p e -  
c l f i c a  (mU/mg de p r o t e  i n a s )  es p r a c t  i c a m e n t e  c o n s t a n t e  d u r a £  
t e  t o d o  e l  p r o c e s o .  E s t a  a c t  i v i d a d  t a m b i é n  se d é t e c t a  en e 1 
l i q u i d e  de c u l t i v e  a l  i n i c i a r s e  e l  p r o c e s o ,  aunque en n i v e ­
l é s  muy s u p e r i o r e s  a l o s  e x i s t a n t e s  en l o s  e x t r a c t o s  de m i c £  
l i e .  E s t o  c o i n c i d e  con l e  e ne o n t  r  a do pa r  a Ne ur  ospor-a e r a  s sa 
( R e y e s ,  Lahoz y V a l  l ï l oreno,  1 9 7 9 )  en 9 m ed i o s  con d i f e r e n t e s  
f u e n t e s  dn c a r b o n o  o n i t r ô g e n o ,  en  l o s  que s i e m p r e  l a  a p a r i -  
c i ô n  de e s t a  e n z i m a  c o i n c i d e  con l a  i n i c i a c i ô n  de l a  a u t ô l i ­
s i s .  E s t a  e nz i ma  p a r c i a l m e n t e  p u r i f i c a d a ,  p r é s e n t a  un pH ô p -  
t  imo de 4 ,  D u n i d a d e s  ( F i g . 1 5 ) ,  su a c t  i v i d a d  e s p e c l f i c a  es IJ. 
n e a l  a l  a u m e n t a r  l a  c o n c e n t  ra c i ô n  d e l  e n z i m a  ( F i g .  16)  y sus  
c o n s t a n t e s  c i n e t i c a s  son Km -  9 , 0 9  mlïl ( c o n s i d e r a n d o  l a  1 a m i  -  
n a r i n a  como e q u i v a l e n t s  de g l u c o s a )  y Umax -  166 mU/ml  ( F i g ,  
1 7 ) .
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O t r o  e n z i m a ,  que p a r e c o  s e r no e n t a  d i r e c t a m e n t e  -  
imp 1 i c a  do en l a  1 i s  i s  do l a  p a r e d  c e l u l a r  p e r o  s i  on l a  'le 
l o s  c a r b o h i d n t o s  dn r é s e r v a ,  es l a  o ^ - a m i l a s a .  Se d e t e c t a  -  
a n t e s  do c o m e nz a r  l a  a u t ô l i s i s ,  y hay un a u m e nt o  de a c t i v i -  
dad a 1 i n i c i a r s e  e s t e  p r o c e s o .  A l o s  20 d i a s  do c r e c i m i e n t o  
d e s i p a r e c e  en l o s  e x t r a c t o s  dn m i c e l i o  y p r é s e n t a  l a  maxima  
a c t  i v i d a d  en e l  l i q u i d e  de c u l t i v e .  A p a r t i r  de e s t a  f e c h a ,  
hay un d e c r e e i m i e n t o  q r i d u a l  en e l  l i q u i d o  de c u i t  i v o ,  q u e -  
dando e s t a  a e t  i v i d a d  c o n s t a n t e  a p a r t i r  de l o s  40 d i a s  de ir» 
c u b i c i ô n  ( F i g . 4 3 ) .  E s t a  - a m i l a  sa p r é s e n t a  un comp or t  am i e n -  
t  o a n a l o g o  a l a  o( -  i  m i  1 a  s  a p r o d u c i d a  en l a  a u t ô l i s i s  de A s ­
p e r g i l l u s  n i q e r  en c u l t i v e  en a g i t i c i ô n  (Cornez y c o l .  1 9 7 7 ) .  
E s t e  e n z i m a  p r é s e n t a  un pH ô p t i m o  do 4 , 0  u n i d a d e s  ( F i g . 10)  y 
un i n c r e m e n t  o l i n e a l  de l a  a c t i v i d a d  e s pe c  i f  i c a  con l a  c o n -  
c e n t r a c i ô n  de e nz i m a ( F i g . 1 9 ) .  Las c o n s t a n t e s  c i n e t i c a s  de -  
e s t e  e n z i m a ,  p a r c i a l m e n t e  p u r i f i c a d a ,  son Km = 1 , 6 2  mlïl ( c o n -  
s i d ' r a n d o  e l  a l m i d ô n  como é q u i v a l e n t e  de g l u c o s a )  y Umax =
357 m i j / m l .
T am bi é n  se ha n e s t  u d i  a d o una se r i e  de e n z i m a s  que 
p o d i a n  e s t e r  imp 1 i c a  da s en l a  d é g r a d a  c i ô n  de l o s  ( 1 , 6 ) - p -  y 
( 1 , 4 )  - p - g l u c a n o s  de l e  p a r e d  c e l u l a r  rie e s t e  Tiongo.  E s t o s  eri 
z ima s se e n c u e n t r a n  en c o n c e n t r a c l o n e s  i n f e r  l o r e s  a l a  p - N -  
a c B t i l  g 1 u c Q s a m i n i d a s  1 y ( 1 , 3 ) - p - g l u c a n a s a .  La ( 1 , 6 ) - p - g l u c a -  
nasa se c n c u r n t r i  s c l a m e n t e  on l o s  e x t r a c t o s  do m i c e l i o  a l  
i n i c i a r s e  l a  - l u t ô l i s I s ;  en e l  l i q u i d o  de c u l t i v o  a p a r c  ce a l  
i n i c i a r s e  e l  p r o c e s o  i u t  o l i t  i c o  y su v a l o r  d e c r e c e  h a s t a  ha -  
c e r s e  c o n s t a n t e  ( T a b l a  I X ) .
La ( 1 , 4 ) ( 1 , 3 ) - p - g l u c a  na sa s o l a m e n t e  se e n c u e n t r a  -
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en e l  l i q u i d e  de c u l t i v o  ya e n t  ra  da l a  a u t ô l i s i s ,  a c u m u l a n -  
doso a 1 o l a r g o  d e l  p r o c e s o . ( T a b l a  X ) .
La c e l u l a s a ,  un e n z i m a  que t a m b i é n  puede e s t e r  i m -  
p l i c a d o  en  l a  d e g r a d a c i ô n  de l a s  p a r e d e s  c e l u l a r e s  de p l a n ­
t a s ,  s i g u e  un c o m p o r t a m i e n t o  a n a l o g o  a l a  ( 1 , 6 )  - p - g l u c a n a s a  
( T a b l a  U I I )  .
O t r o  e n z i m a  a n a l i z a d o ,  que d é g r a d a  < < - g l u c a n o s ,  una 
d e x t r a n a s a ,  no p r é s e n t a  a c t i v i d a d  a l g u n a  n i  en e l  c r e c i m i e n ­
t o  n i  en  l a  a u t ô l i s i s .
P i t t  ( 1 9 6 8 )  o b s e r v é  l a  l o c a l i z a c i ô n  de l a  f o s f a t a -  
sa a c i d a  en p a r t f c u l a s  c i t o p l a s m i c a s  de B o t r y t i s  c i n e r e a ; n£  
s o t r o s  hemos e s t u d i a d o  e l  c o m p o r t a m i e n t o  de e s t e  e n z i m a  d u ­
r a n t e  l a  a u t ô l i s i s .  Se e n c u e n t r a  en l o s  e x t r a c t o s  de m i c e l i o  
d e sd e  e l  c o m i e n z o  de l a  a u t ô l i s i s ,  d e c r e c i e n d o  g r a d u a l m e n t e  
su a c t i v i d a d  h a s t a  d e s a p a r e c e r  a l  f i n a l  d e l  p r o c e s o  ( T a b l a  
I I I ) .  En e l  l i q u i d e  de c u l t i v o  s o l o  se d e t e c t ô a l  i n i c i a r s e  
l a  a u t ô l i s i s .
La f o s F a t a s a  a l c a l i n a  s o l o  e x i s t e  en pequer l as c a n -  
t  i d a d e s  a l  c o m i e n z o  de l a  a u t ô l i s i s  y en  l o s  e x t r a c t o s  de mi_ 
c e l i o  ( T a b l a  I V ) .
O t r o  e n z i m a ,  que j u n t a m e n t e  con l a  o é - a m i l a s a  se 
e n c u e n t r a  en l a  a u t ô l i s i s  de hongos f i l a m e n t o s o s ,  es l a  i n ­
v e r  t  a sa . N o s o t r o s  s o l o  hemos d e t e c t a d o  e s t e  e n z i m a ,  t a n t o  en 
B1 l i q u i d o  de c u l t i v o  como en l o s  e x t r a c t o s  de m i c e l i o ,  en -  
l o s  p r i m e r o s  d i a s  de a u t ô l i s i s  ( T a b l a  V I ) .
Es i n t e r e s a n t e  d e s t a c a r  que no se d e t e c t o  a c t i v i d a d  
p r o t e o l i t  i c a  d u r a n t e  l a  a u t ô l i s i s  de e s t e  h o n g o .
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Cuando un p a t o g n n o  a t a ca a una p l a n t a ,  l a  p a r e d  C£ 
l u l a r  hac e de b a r r e r a  c o m p l e j a ,  que r e q u i e r o  e n z i m a s  e s p e c i -  
f i c o s  p a r a  su d e g r a d a c i ô n .  Los p a t o g e n o s  han d e s a r r o l l a d o  l a  
manera  de r e c o n o c e r  l a  e s t r u c r u r a  quarnica de l a  p a r e d  rie l a  
p l a n t a  y e l a b o r a r  1 os e nz i m a s  a p r o p i a d o s  p a r a  a t a c a r  l o a  d i -  
f e r e n t e s  c o n s t i t u y e n t e s  ( B a t e m a n  y B a s h a m , 1 9 7 6 ) .
Los e n z i m a s  c a  p ac es  de l l e v a r  a cabo e l  a t a q u e  de 
l a s  p a r e d e s  c e l u l a r e s  de l a s  p l a n t a s  p or  bongos F i t o p a t o g e -  
nos p a r e c e  s e r  que son de t i p o  i n d u c t  i u o  y coma acabamos de 
v e r  se p r o d u c e n  a l  e n f r e n t a r s e  e l  p a r a s i t e  con e l  h u e s p e d .
La p o s i b l e  i m p l i c a c i ô n  de l a  a u t o l i s i s  en p r o c o s o s  p a t o g é n l -  
cos t r a e  como c o n s e c u e n c i a  e l  e s t u d i o  de l a  u a r i a c i ô n ,  d u r a n  
t e  e s t e  p r o c e s o  d e g r a d a t i v o ,  de 1 os e n z i m a s  l i t i c o s  c a p a c e s  
de d e g r a d a r  l a s  p a r e d e s  c e l u l a r e s  de l a s  p l a n t a s .  Es p r o b a ­
b l e  que e s t e s  e n z i m a s  p r o d u c i d o s  p or  un p a t o g e n o  en un c u l t _ i  
vo " i n  v i t r o "  pue da n s e r  d i f e r e n t e s  de l o s  e n z i m a s  a s o c i a d o s  
con l a  p a t o g é n e s i s ,  aunque t a m b i é n  t e n q a n  un e f e c t o  I f t i c o  -  
s o b r e  l a s  p a r e d e s  de l a s  p l a n t a s  y p r o d u z c a n  m a c e r a c i ô n  de -  
t e j i d o s  v e g e t a l e s .  Do a c u e r d o  con l a  c o m p o s i c i ô n  de l a  p a r e d  
c e l u l a r  de l a  p l a n t a  hemos c e n t r a d o  n u e s t r o  e s t u d i o  en p e c -  
t i n a s a s  y x i l a n a s a s .
Los e n z i m a s  p e c t i c o s  han s i d o  a g r u p a d o s  de a c u e r d o  
a l o s  s i g u i e n t e s  c r i t e r i o s : ( B a t e m a n  y Basham,  1 9 7 6  y R e x o v a -  
Benkova y ( ï l a r K o v i c ,  1 9 7 6 ) .
i s )  m é c a ni s me s  p o r  e l  c u a l  son r o t o s  l o s  e n l a c e s  g l i c o s i l i -  
cos en l a  p o s i c i ô n  c<- ( l ,  4)  ( h i d r o l l t  i c o s  o l i t i c o s ) .
2 9 )  E s p e c i F i c i d a d  d e l  enzirna p a r a  un s u s t r a t o  d e t e r m i n a d o  
( P e c t i n a  o a c i d e  p e c t i c o ) .
3 9 ) P o s i c i ô n  en  que o c u r r e  l a  r u p t u r a  d n l  e n l a c e  en l a  ca d e -
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na p e c t i c a  ( e n  c u a l q u i e r  s i t i o  de l a  c ade na  o en p o s i -  
c i o n  t e r m i n a l ) .
E l  hongo B o t r y t i s  c i n e r e a  , en l a s  c o n d i c i o n e s  d e £  
c r i t a s ,  p r o d u c e  d i s t i n t a s  a c t i u i d a d e s  l l t i c a s  f r e n t e  a l a s  -  
s u s t a n c i a s  p e c t i c a s  y hay v a r i a c i ô n  de e s t a s  a c t  i v i d a d e s  a -  
1 o l a r g o  d e l  p r o c e s o  de a u t o l i s i s .  T odas e s t a s  a c t  i v i d a d e s  -  
e n c o n t r a d a s ,  no q u i e r e n  d e c i r  que p e r t e n e z c a n  a e n z i m a s  d i f £  
r e n t e s  y que e l  c o m p o r t a m l e n t o  de un e n z i m a , f r e n t e  a un s u s ­
t r a t o  d é t e r m i n a  d o , n o  e s t é  i n f l u i d o  p o r  l a  a c t u a c i é n  de l o s  -  
o t r o s  e n z i m a s  p r é s e n t e s .
P o l i g a l a c t u r o n a s a  • -  La a c t i v i d a d  de e s t e  enz  ima -  
se e n c u c n t r a  en n i v e l e s  s u p e r  l o r e s  en e l  c r e c i m i e n t o ,  t a n t  o 
en e l  e x t r a c t o . d e  m i c e l i o  como en e l  l i q u i d e  de c u l t  i v o . Du ­
r a n t e  l a  a u t o l i s i s  t i e n e  l u g a r  una d i s m i n u c i ô n  g r a d u a i  de e ^  
t a  a c t i v i d a d ;  s i e m p r e  l o s  n i v e l e s  de e s t e  enz  ima se e n c u e n -  
t r a n  en mas c a n t i d a d  en e l  l i q u i d e  de c u l t i v e .  ( E i g . 4 4 ) .  E s ­
t e  e nz  ima p r é s e n t a  un pH é p t i m o  de 2 , 5  ( F i g . 2 1 )  d i f e r e n t e  
d e l  e n c o n t r a d o  p o r  U r b a n e k  y Z a l e i u s k a - S o b c z a k  ( 1 9 7 5 )  p a r a  
una p o l i g a l a c t u r o n a s a  p r o d u c i d a  p or  B o t r y t i s  c i n e r e a  E . 2 0 0  
que p r é s e n t a  un pH é p t i m o  de 4 , 0  u n i d a  d e s .  E s t e s  a u t o r e s  se -  
p a r a n  l a  a c t i v i d a d  p o l i g a l a c t u r o n a s a  en dos c o m p o n e n t e s ,  au ri 
que s o l a m e n t e  uno de e l l e s  f u é  c a r a c t e r i z a d o ;  e s t e  enz ima no 
Fué p r o d u c i d a  p o r  B o t r y t i s  c i n e r e a  " i n  v i t r o "  en l a s  c o n d i ­
c i o n e s  d e s c r i t a s  p o r  Ha nc oc k y c o l .  ( 1 9 6 4 ) ,  p e r o  s i  f u é  p r o ­
duc i d o  en un me d io  con g l u c o s a  y p o l i p e c t a t o  s é d i c o , ( S h e r ­
wood,  1 9 6 6 ) ,  p r e s e n t a n d o  un pH é p t i m o  de 5 , U u n i d a  d e s . La a £  
t i v i d a d  e s p e c i f i c a  de l a  e nz  ima p r o d u c i d a  p o r  n u e s t r a  cepa  
do B o t r y t i s  c i n e r e a , a um en ta  l i n e a l m o n t e  a m e d i d a  que a umen-
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t a  l a  c o n c e n t r a c i ô n  d e l  enz ima ( F i q .  2 2 ) .  Su Km y Umax son 
de 1 2 , 5  mM ( c o n s i d e r a n d o  e l  s u s t r a t o  como é q u i v a l e n t e s  de g £  
l a c t u r ô n i c o )  y 50  mU/ml  r e s p e c t i v a m e n t e  ( F i g . 2 3 ) .
F n d o p o l i g a l a  e t u r o n a s a ; no se d o t e c t o  e s t a  a c t i v i ­
d a d ,  a unque s i  se ha e n c o n t r a d o  en c u l t i v e s  de B o t r y t i s  c i n e ­
r e a  s o b r e  z a n a h o r i a  ( Ua n den Be rg  y Ya ng,  1 9 6 9 ) .
P o l i m e t i l g a l a c t u r o n a s a : p r é s e n t a  un comport am l e n t o  
d i f e r e n t e  a l  de l a  p o l i g a l a c t u r o n a s a .  En l o s  e x t r a c t o s  de m_i 
c e l l e  e s t a  en n i v e l e s  s u p e r i o r e s  en e l  c r e c i m i e n t o ,  c a ye n d o  
su a c t i v i d a d  r a p i d a m n n t e  h a s t a  d e s a p a r e c e r  con e 1 t i e m p o  de 
i n c u b a c i ô n .  Po r  e l  c o n t r a r i o ,  en e l  l i q u i d e  de c u l t i v e ,  se -  
a c um u l a  h a s t a  l o s  20 d i a s  de c r e c i m i e n t o  y l u e g o  d e c r e c e  con  
e l  t i e m p o  de i n c u b a c i ô n  h a s t a  d e s a p a r e c e r  ( F i g . 4 5 ) .  E l  pH Ô£ 
t i m e  de a c t u a c i é n  de e s t e  enzi rna o s c i l a  e n t r e  4 , 5  y 5 , 5  u n i -  
dade s ( F i g . 2 4 ) . P r é s e n t a  un i n c r e m e n t  o l i n e a l  de l a  a c t i v i ­
dad e s p e c i f  i c a  d e l  e nz i r na ,  a m e d i d a  que a um e nt a  l a  c o n c e n t  r £  
c i o n  de e s t e  ( F i g . 2 5 ) .  Su Km y Umax son de 2 , 0  mlïl ( c o n s  i d e -  
r a n d o  e l  s u s t r a t o  como é q u i v a l a n t e  de a c i d o  g a l a c t u r ô n i c o )  y 
2 5 0  mü/ ^^espect  i v a m e n t e  ( F i g . 2 6 ) .  Una v e r d a d e r a  s e p a r a c i é n  en  
t r e  p o l i g a l a c t u r o n a s a  y p o l i m e t  i l g a l a c t u r o n a s a ,  s o l o  se p o -  
d r i a  h a c e r  con e n z i m a s  p u r i f i c a d a s , y a  que como i n d i c a n  U r b a -  
neck y c o l . ( 1 9 7 5 )  a l  e s t a r  p r é s e n t e , t a m b i é n , e n  e l  c o m p l e j o  -  
e n z i m a t i c o  l a  p e c t i n o s t e r a s a ,  puede o c u r r i r  una d e - e s t e r  i f  i -  
c a c i é n  de l a  p e c t i n a  y p o r  t a n t  o puede a c t u a r  p a r a l e l a m e n t e  
l a  p o l i g a l a c t u r o n a s a  s o b r e  e l  s u s t r a t o  d e - e s t e r i f i c a d o .  Uol^ 
vemos a i n s i s t i r  en que 1 o que se e s t a  d e t e r m i n a n d o , e n  n u e s ­
t r o  t r a b a j o ,  es l a  a c t u a c i é n  de t o d o  un c o m p l e j o  e n z i m a t i c o ,  
que v a r i a  con e l  t i e m p o  de i n c u b a  c i o n ,  s o b r e  un s u s t r a t o  d e -
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t s  rm i n a d o .
EX o p e c t i n i i a s a ; su c o m p o r t a m i e n t o  a l o  l a r g o  d e l  
p r o c e s o  a u t o l f t i c o  es c o m p l e t a m e n t e  d i f e r e n t e  a l  de t  odas  
l a s  e n z i m a s  p é c t i c a s  e s t u d i a d a s ,  o c u r r i e n d o  una a cumula c i o n ,  
t a n t  o en e l  l i q u i d e  de c u i t  i v o  como en e l  e x t r a c t o  de m i c e ­
l i o ,  en l o s  p r i m e r o s  d i a s  de a u t o l i s i s .  A p a r t i r  de 1 s é p t i m o  
d i a  de a u t â l i s i s  en l o s  e x t r a c t o s  de m i c e l i o  d i s m i n u y e  l a  a £  
t i v i d a d  de e s t e  enzi rna h a s t a  d e s a p a r e c e r .  En e l  l i q u i d e  de -  
c u l t i v e  hay una a c um ul a c  i é n  p r o g r è s  i v a  con e l  t i e m p o  de i n c u  
v a c i ô n ,  o b s e r v é n d o s e  d es p u é s  de 50 d i a s  de c r e c i m i e n t o  un l_i 
g e r o  d e s c e n s o  (F i g  % 4 6 ) .  La d e g r a d a c i ô n  de l a  p e c t i n a  p o r  e s ­
t e  enzi rna no f u é  a l t e r a d a  p o r  l a  p r e s e n c l a  de i o n e s  Ca^ . E l  
pH ô p t i m o  de a c t u a c i ô n  de e s t e  e nz  ima f u é  de 8 , 0  u n i d a d e s ,
(F i g . 2 7 ) .  No se c u m p l i a  un a u m e nt o  l i n e a l  de l a  a c t i v i d a d  e £  
p e c i f i c a  a l  a u m e n t a r  l a  c o n c e n t r a c i ô n  de enz  i m a , s i n o  p or  e l  
c o n t r a r i o  o c u r r i a  una d i s m i n u c i ô n  l i n e a l  ( F i g . 2 8 ) .  E s t o  nos 
h i z o  p e n s a r  en l a  p r e s e n c  i a  de un p o s i b l e  i n h i b i d o r  cuya cori 
c e n t  r a  c i o n  a u m e n t a b a  a l  a um e nt a  r  l a  c o n c e n t  r a c i ô n  d e l  enz  i m a . 
E s t e  i n h i b i d o r  f u é  e l  i m i n a d o  p o r  d i a l i s i s ,  p u d i e n d o  observer^  
se d e s p u e s  un c r e c i m i e n t o  l i n e a l  de l a  a c t i v i d a d  e s p e c i f  i c a  
a l  a u m e n t a r  l a  c o n c e n t r a c i ô n  d e l  enz  ima (F i g . 2 9 ) .  En l a  d i é -  
l i s i s  t a m b i é n  o b s e r v â m e s  que l a  enzirna h a b i a  p e r d i d o  un 41,0 
de su a c t i v i d a d  i n i c i a l ,  a n a l o g a m e n t e  a l o  e n c o n t r a d o  p or  
Sherwood ( 1 9 6 6 ) .  E s t e  i n h i b i d o r , s e g u n  pudi mos  c o m p r o b a r ,  es  
d i a l i z a b l e  y no e x t r a c t a b l e  con p i r i d i n a ,  p o r  t a n t o  no es un 
a z u c a r  de b a j o  p es o m o l e c u l a r .  En l a  a e t  u a 1 i d a d  i n t e n t amos -  
d e t e  rm i  na r l a  n a t u r a l e z a  de 1 i n h i b i d o r  y su a c c i ô n  s o b r e  e s ­
t a s  e n z i m a s .  E l  v a l o r  de su Km es 3 , 0  mlïl ( cons i d e r a  ndo e l
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s u s t r a t o  como é q u i v a l e n t e s  de ac i d o  g a l a c t u r ô n i c o )  y Umôx es  
71 m U / m l .
E n d o p e c t i n l i a s a  : E s t e  enz  ima pue de  s e r  t a m b i é n  l a  
e n d o p o l i m e t i l g a l a c t u r o n a s a ,  ya que s i g u i e n d o  e l  p r o c e d i m i e n -  
t o  d e l  é c i d o  t l o b a r b i t u r i c o  de Neukon ( 1 9 6 0 )  m o d i f i c a d o  p o r  
Sh erwood ( 1 9 6 6 )  no e n c o n t r a m o s  d i f e r e n c i a s  en l a  a b s o r c i ô n  a 
5 1 0  y 5 5 0  nm r e s p e c t  i v a m e n t e . En l o s  e x t r a c t o s  rie m i c e l i o  l a  
a c t i v i d a d  maxima se p r é s e n t a  en e l  c r e c i m i e n t o ,  de ca y end o  
g r a d u a l m e n t e  y l l e g a n d o  a d e s a p a r e c e r  e n  l a  a u t o l i s i s .  En e l  
l î q u i d o  de c u i t  i v o  a u m e n t a  h a s t a  l o s  20 d i a s  de a u t ô l i s i s ,  -  
d i s m i n u y e n d o  d es pu es  y m a n t e n i é n d o s e  un n i v e l  c o n s t a n t e  h a s ­
t a  e l  F i n a l  d e l  p r o c e s o  ( F i g . 4 7 ) .  E s t e  enzi rna p r é s e n t a  dos -  
pH o p t i m o s  uno a 3 , 5  y o t r o  a 6 , 0  u n i d a d e s  ( F i g . 3 0 )  . La a c t i^  
v i d a d  e n z i m. i t  i c a , a n a l o g a m e n t e  a l a  de l a  e x o p e c t i n l i a s a ,  es 
t a m b i é n  i n h i b i d a  a l  a u m e n t a r  l a  c o n c e n t r a c i ô n  de enzi rna ( F i g .  
3 1 ) .  E l  i n h i b i d o r  p a r e c e  s e r  e l  mismo que e l  de l a  o t r a  1 i a ­
s a , ya que t a m b i é n  es d i a l i z a b l a  y no e x t r a c t a b l e  p o r  p i r i d ^  
n a . La i n h i b i c i ô n  p o r  d i a l i s i s  es m a y o r ,  o s e i l a n d o  de un 50  
a un 80/S, o b s e r v a n d o  ma yo r i n h i b i c i ô n ,  p a r  d i a l i s i s ,  c ua ndo  -  
l a  d i l u c i ô n  d e l  enz  ima es m a y o r .  De s pu es  de l a  d i é l i s i s  l a  -  
a c t i v i d a d  e s p e c i f  i c a  v a r i a  1 i n e a l m e n t e ,  a u m e n t a n d o  con l a  
c o n c e n t r a c i ô n  de enz  ima ( F i g , 3 2 ) .  La Km y Umax son 9 , 1  mlïl 
( r e f e r i d o  e l  s u s t r a t o  a é q u i v a l e n t e s  de g a l a c t u r ô n i c o )  y 25 
U / m l  r e s p e c t i v a m e n t e  ( F i g . 3 3 ) .  E n t r e  t  odas l a s  e n z i m a s  p é c ­
t i c a s  B s t u d i a d a s  es l a  que se e n c u e n t r a  en n i v e l e s  mas a l t o s .
E x o p e c t a t o l i a s a : S o l a m e n t e  p r é s e n t a  a c t i v i d a d  en -  
l o s  e x t r a c t o s  de m i c e l i o ,  d e s a p a r e c i e n d o  a l  f i n a l  d e l  p r o c e ­
so a u t  o l  I t  i c o .
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E n d o p e c t a t o l i a s a ; S o l o  se d e t e c t a  d u r a n t e  e l  c r e ­
c i m i e n t o  y en l o s  e x t r a c t o s  de m i c e l i o .  ( T a W U  TTvTI^
P e c t i n o s t e r a s a :  E s t e  enzi rna ha s i d o  e n c o n t r a d o  p o r  
Uan den B e rg  y Yang ( 1 9 6 9 )  en c u l t i v o s  de B o t r y t i s  c i n e r e a  , 
a s !  como p o r  U r b a n e k  y c o l .  ( 1 9 7 5 ) . En n u e s t r o  t r a b a j o  se ha 
d e t o c t a d o  d u r a n t e  e l  c r e c i m i e n t o  y a u t o l i s i s ,  t a n t o  en e x t r a £  
t o s  de m i c e l i o  como en l i q u i d e  de c u l t i v e .  En c u a n t o  c o m i e n -  
za l a  a u t ô l i s i s  e m p i e z a  a d e c r e c e r ,  l l e g a n d o  a d e s a p a r e c e r  -  
h a c i a  e l  f i n a l  d e l  p r o c e s o  ( F i g . 4 8 ) .  E l  pH ô p t i m o  de a c t u a ­
c i ô n  d e l  enzirna f u é  de 5 , 5  u n i d a d e s  ( F i g . 3 5 ) .  E l  a um e nt o  de 
a c t i v i d a d  e s p e c i f  i c a  es l i n e a l  a l  a u m e n t a r  l a  c o n c e n t r a c i ô n  
d e l  enzi rna ( F i g . 3 6 ) .  La Km es de 8 , 3 3  mlïl ( cons i d e r a n d o  e l  
s u s t r a t o  como é q u i v a l e n t e s  de a c i d o  g a l a c t u r ô n i c o )  y l a  Umôx 
1 , 1 1  U / m l  ( F i g . 3 7 ) .
E s t e  h ongo descompone l a s  h e m i c e l u l è s a s  de L u p i n u s  
h i r s u t u s , Lup i n u s  a l b u s , e I m p a t i e n s  b a l s a m i n a  ( T h a y s e n  y 
B u n k e r ,  1 9 2 7 ) .  E n t r e  l a s  h e m i c e l u l o s a s ,  hemos s c g u i d o  l a  v a ­
r i a c i ô n  de l a  a c t i v i d a d  x i l a n a s  i c a  a t  r a v e s  d e l  p r o c e s o  a u t £
1 i t  i c o . E s t a  enz  ima apa r e c e , e n  l o s  e x t r a c t o s  de m i c e l i o ,  en 
e ] c r e c i m i e n t o ,  d e c r e c i e n d o  g r a d u a l m e n t e  su a c t i v i d a d  d u r a n ­
t e  e s t e  p r o c e s o ,  h a s t a  d e s a p a r e c e r .  En e l  l i q u i d e  de c u l t i v e  
se e n c u e n t  ra  en c o n c e n t r a  c i one s muy s u p e r i o r e s ,  aume n ta  ndo « 
su a c t i v i d a d  d u r a n t e  l a  a u t ô l i s i s  y m a n t e n i é n d o s e  un n i v e l  -  
e l e v a d o  d u r a n t e  e s t e  p r o c e s o  d e g r a d a t  i v o  ( F i g . 4 9 ) .  Su pH ôp­
t i m o  es de 4 , 5  u n i d a d e s  ( F i g . 3 8 ) ,  p r e s e n t a n d o ,  t a m b i é n ,  su -  
a c t i v i d a d  n s p e c i f i c a  un c r e c i m i e n t o  l i n e a l  a l  a u m e n t a r  l a  
c o n c e n t r a  c i o n  d e l  enz  ima ( F i g . 3 9 ) .  Su Km es 0 , 1  mlïl ( r e f  o r  i d o  
a é q u i v a l e n t e s  de x i l  n s a ) , i n d i c a n d o  una g r a n  a f i n i d a d  p o r
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e l  s u s t r a t o .  3u Umax es de 250  mU/ml  ( F i g . 4 0 ) .
E l  a l t o  g r a d o  de l i s i s  a l c a n z a d o  p o r  e l  hongo Bo ­
t r y t i s  c i n e r e a  con una p e r d i d a  do un 8 0 /  d e l  p eso s eco d e l  
m i c e l i o ,  i n d i c a  que ademas de l a  d e g r a d a c i ô n  c i t o p l é s m i c a  -  
t i e n e  que o c u r r i r  una l i s i s  de l a s  p a r e d e s  c e l u l a r e s .
La c o m p r o b a c i ô n  de que l a s  p a r e d e s  c e l u l a r e s  son  
a t a c a d a s  p o r  e l  c o m p l e j o  e n z i m a t i c o  o b t e n i d o  de c u l t i v a s  a £  
t o l i z a d o s  de 80 d i a s ,  se ha l l e v a d u  a c abo s o b r e  p a r e d e s  de 
3 y 7 d i a s  ( p a g . 2 0 1  ) .  Las p a r e d e s  de 3 d i a s  p e r t e n e c e n  a -  
c u l t i v e s  s i n  a u t o l i z a r  y l a s  de 7 d i a s  a c u l t  i v o s  a u t o l i z a -  
dos en un 3 1 / .
Las p a r e d e s  de 3 d i o s  se l i s a n  en un 5 1 / .  E l  a t a ­
que es g r a d u a  1 con e l  t i e m p o  de i n c u b a c i ô n  de e s t a s  p a r e d e s  
con e l  c o m p l e j o  e n z i m a t i c o  ( p a g . 2 0 1  ) y e l  a t a q u e  t e r m i n a  a 
l a s  96 h o r a s .  En l a s  p a r e d e s  de 7 d i a s  e l  p r o c e s o  o c u r r e  p£  
r a l e l a m e n t e  a l  a n t e r i o r  h a s t a  l a s  48 h o r a s  de i n c u b a  c i o n ,  -  
en que t e r m i n a  l a  d e g r  a d a c i ô n ,  a 1 c a n z é n d o s e  un g r a d o  de l i ­
s i s  de l a s  p a r e d e s  de un 3 0 , 8 / .
Las p a r e d e s  r e t i e n e n  e n z i m a s  I f t i c a s  ( p a g . 2 0 3  ) ,  
a n a l o g a m e n t e  a l o  e n c o n t r a d o  p o r  P o l a c h e c k  y R o s e m b e r g , 1975  
y Reyes y L a h o z ,  1 9 7 7 .  E s t  os e n z i m a s  r c t e n i d o s  p o r  l a s  pa r £  
des p r o d u c e n  un g r a d e  de l i s i s  de un 1 7 , 4 /  y un 1 9 , 4 /  par a  
p a r e d e s  de 3 y 7 d i a s  r e s p e c t i v a m e n t e .
En p a r e d e s  de 3 d i a s ,  e l  8 , 8 /  de l a  p a r t e  h i d r a l _ i  
za da  f u é  como g l u c o s a  l i b r e ,  y e l  2 4 , 1 /  como a z u c a r e s  t o t a ­
l e s .
Las f i g u r a s  5 2 ,  5 3 ,  54 y 55 m u e s t r a n  e l  a t a q u e  de
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l a s  p a r e d e s  de B o t r y t i s  c i n e r e a  con e l  t i e m p o  de i n c u b a c i ô n .  
La F i g .  5 2 ,  m u e s t r a  l a s  p a r e d e s  s i n  a t a c a r ,  o b s e r u a n d o s e  un 
a s p e c t o  g r a n u l o s o .  A l a s  24 h o r a s  de a t a q u e  ( F i g . 5 3)  ha d e s £  
p a r e c i d u  e l  a s p e c t o  g r a n u l o s o ,  p r o b a b l e m e n t e  p o r q u e  se ha h ^  
r i r o l i z a d o  a l g u n  g l u c a n o  a morFo y e m p i e z a  a d i f e r e n c i a r se una 
e s t  r u c t u r a  do f i b r i l l a s ,  p r o b a b l e m e n t e  de c e l u l o s a  a q u i t  i n n . 
A l a s  4B h o r a s  de i n c u b a c i ô n  ( F i g . 5 4 ) ,  y s o b r e t o d o  p o r  l o s  -  
p x t r e m o s ,  sp puede o b s e r v e r  una p e r f e c t a  r e d  do m i c r o f i b r i -  
l l a s ,  que se ha ce mueho mas v i s i b l e  a l a s  95 h o r a s  de i n c u b £  
c i o n  ( F i g . 5 5 ) .  En e s t a  u l t i m a  f i g u r a  puede v e r s e ,  aderaôs,  un 
t r o z o  de p a r e d  muy, d e s o r g a n i z a d o  y con g r a n  c a n t  i d a d  de oqu£  
da des o p u n t  os do a t a q u e .  E s t o  puede s e r  c o m p a r a b l e  a l o  o b ­
t e n i d o  p o r  l ï lanocha y C o l v i n  ( 1 9 6 7 ) ,  a n t e s ,  y d e s p u e s ,  de s o -  
m e t e r  l a s  p a r e d e s  de N e u r o s p o r a  c r a s s a , p r i m e r o  a l a  a c c i ô n  
de e n z i m a s  de c a r a c o l  y p o s t e r  i o r m e n t e  a l a  a c c i ô n  de t  r  ips_i  
na .
La i n f e c c i ô n  de una p l a n t a  p o r  un p a t o g e n o  es un 
p r o c e s o  muy c o m p l e j o  en e l  que i n t e r v i e n o n  d i f e r e n t e s  f a c t o -  
r e s .  La o x t e n s i ô n  y e l  d e s a r r o l l o  de l a  e n f e r m e d a d  v i e n e n  d£  
t e r m i m d o s  p o r  l a  h a b i l i d a d  de 1 p a t ô g e n o  p a r a  a t a c a r  l a  p l a n  
t a  y l a  h a b i l i d a d  de l a  p l a n t a  p a r a  m o v i l i z a r  sus mé ca ni sm es  
de p r o t e c c i ô n  f r e n t e  a l a  i n f e c c i ô n .
D o b i d o  a l a  v i r u l e n c i a  de B o t r y t i s  c i n e r e a  ha s i ­
do e s t u d i a d a ,  p or  d i f e r e n t e s  i n v e s t i g a d o r e s , l a  a c c i ô n  de e £  
t e  p a t ô g e n o ,  sus e s p o r a s ,  y e x t r a c t o s  de m i c e l i o ,  s o b r e  pla_n 
t a s  .
En 1 9 1 5 ,  8 r own, e s t u d i ô  l a  a c c i ô n  de un e x t r a c t o  
de B o t r y t i s  c i n e r e a , s o b r e  p a r e d e s  de p l a n t a s  y p r o t o p l a s -  
t o s ,  l l e g a n d o  a l a  c o n c l u s  i ô n  de que h a b f a  un enz  ima r es por i
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s a b l e  rie l a  a c c i o n  I n L a l  do 1 o x t r a c t o .
U / i l s o n  ( 1 9 3 5 , 1 9 3 7 )  h i z o  va r  i o s  e s t u d i o s  s ob r e  l a  
a c c i o n  do B o t r y t i s  c i n e r e a  en p l a n t a s  de j u d i a ,  o b s e r v a n d o  
una a c c i o n  " a g r è s i v a "  cua ndo  en l a  p l a n t a  se d e s a r r o l l a b a  -  
much o e l  h on go ,  y una a c c i ô n  "no a g r n s i v a "  cua ndo  e l  d e s a ­
r r o l l o  e r a  m e n o r .  E s t a  a c c i ô n  se m a n i f e s t a b a  en f o r ma s  de -  
manchas o s c u r a s  s o b r e  l a s  h o j a s  ( c h o c o l a t e  s p o t ) .
La p a t o g e n i c i d a d  de B o t r y t i s  c i n e r e a  y o t r o s  h o n -  
g os ,  s o b r e  l a  ma n z a n a ,  f u é  e s t u d i a d a  p or  C o l e  ( 1 9 5 6 ) ,  obsejr  
v ando que l a s  p r e p a r a c i o n e s  p e c t  o l I t  i c a s  m i s  a c t i v a s  c r a n  -  
l a s  de B o t r y t i s  c i n e r e a , p r o d u c  i e  ndo l a  p u t  r e f a c c i ô n  d e l  
f  r u t  o .
En 1 9 6 1 ,  D e v e r a l l  y Wood, r e a l i z o n  dos t r a b a j o s  
s o b r e  l a  i n f e c c i ô n  de l a  j u d i a  con d i s t i n t a s  e s p e c i e s  de Bo- 
t  ry  t  i  s , c ompr obando que l a  cepa de B o t r y t i s  f a b a e  es mas p£  
t ô g e n o  que B o t r y t i s  c i n e r e a , aunque l a  a c t i v i d a d  p e c t  o l i t  i -  
ca de e s t e  u l t i m o  sea m a y o r .
En e s t e  t r a b a j o  hemos e s t u d i a d o  e 1 a t a q u e  de l a  
p l a n t a  de j u d i a  (p h a s e o l u s  v u l g a r i s \  c o m p l e j o  e n z i m i t i c o  p r o  
duc i d o  en l a  a u t ô l i s i s  de B o t r y t i s  c i n e r e a , en e l  que hay -  
g r a n  ^ d i v e r s  i d a d  de e n z i m a s  p e c t i c a s .
En l a  f i g u r a  5 6 ,  puede n v e r s e  c o m p a r â t i v a m e n t e  l a  
p l a n t a  c o n t r o l  y l a  p l a n t a  t r a t a d a  con e n z i m a s  1 I t  i c a s  ( h o ­
j a s  y t a l l o )  . La p l a n t a  t r a t a d a  f u é  p e r d i e n d o  sus h o j a s  p o -  
co a p o c o ,  s i e n d o  l o  mas ca r a c t e r 1 s t  i c o  que e s t a ,  d es p ue s  -  
de 21 d l a  de c r e c i m i e n t o ,  quedaba como en e s t a d o  l a t e n t e ,  -  
en c o n t r a p o s i c i ô n  a l a  p l a n t a  c o n t r o l  que se d e s a r r o l l a b a  
n o r m a I m e n t e . La c a I d a  de l a  p r i m e r a  h o j a  t r a t a d a  t u v o  l u g a r
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a l o s  7 d i a s . En l a  F i g . 57 podemos o b s e r u a r  en l a  p a r t e  de 
a r r i b a  un p r i n c i p i o  de a t a q u e  a l a  h o j a ,  y aba j o  una h o j a  
c o m p l o t  i me nt e a t a c a d a .  E s t o  t a m b i é n  se o b s e r v a  en l a  F i g . 5 8  
E l  a t a q u e  d e l  t a l l o  queda r e P l e j a d o  en l a  F i g .  59 y 6 0 ,  a l  
c o m p a r e r  e l  t a l l o  c o n t r o l  ( a )  con e l  t a l l o  a t a c a d o  ( b ) ; En 
l a  F i g . 59 b ,  se a p r e c i a  una pequepia t u m o r a c i o n .  Los r é s u l t a ^  
dos o b t e n i d o s ,  c o n f i r m a n ,  una v e z  mas,  l a  a c c i ô n  p a t o g é n i c a  
de e s t e  m i c r o o r g a n i s m o ,  y l a  p o s i b l e  i n t e r v e n e i ô n  de l a  a u ­
t ô l i s i s  en l o s  p r o c e s o s  p a t o g é n i c o s .
La m a c e r a c i ô n  de l o s  t e j i d o s  es un s i n t o m a  c a r a c -  
t e r 1 s t  i c o  de muchas e n f e r m e d a d e s  de l a s  p l a n t a s ,  y c o n s i s t e  
en l a  s e p a r a c i ô n  de l a s  c é l u l a s  d e l  t e j i d o .  La b ase e n z i m é -  
t i c a  de e s t e  p r o c e s o  f u é  e s t u d i a d a  p o r  Brown ( 1 9 1 5 )  y l o  a -  
t r i b u y ô  a l a  d i g e s t  i ô n  de l a  l a m e l a  medi a de l a s  c e l u l a s  de 
l a s  p a r e d e s  de l a s  p l a n t a s .  Los e n z i m a s  p e c t i c o s  han s i d o  -  
a s o c i a d o s  con e s t e  f e nô me no  de m a c e r a c i ô n .
La m a c e r a c i ô n  de t e j i d o s  de p a t a t a  y manzana con  
s e p a r a c i ô n  de c é l u l a s  l i b r e s ,  pue de  v e r s e  en l a  F i g .  61 y -  
62 r e s p e c t i v a m e n t e ,  en  l a s  que se o b s e r v a  e l  v ol u me n  de c é ­
l u l a s  d e s p r e n d i d a s  d es p u e s  de 14 h o r a s  de i n c u b a c i ô n ,  en -  
l a s  c o n d i c i o n e s  i n d i c a d a s , y l a s  c é l u l a s  e n c o n t r a d a s  en e s t  os 
s e d i m e n t ü s .  E s t a s  c é l u l a s  no se t i r i e n  con r o j o  n e u t r e ,  l o  
c u a l  p a r e c e  i n d i c a r  que son c é l u l a s  mue r  t a  s .
En e x p é r i m e n t a s  r e a l i z a d o s  con z a n a h o r i a  no se o^
s e r v ô  de sp r e n d  im i e n t  o de c é l u l a s  d e l  t e j i d o .  Todos e s t  os rje
s u l t a d o s  e s t a n  de a c u e r d o  con l o  o b t e n i d o  p o r  T r i b e  ( 1 9 5 5 )  
y F u s h t e y  ( 1 9 5 7 ) .
En e l  l i q u i d e  s o b r e n a d a n t e  de l a  m a c e r a c i ô n  de
l o s  3  t e j i r i o j ;  e s t u d i a d o s ,  se o b s e r v é  un a um en to  de l a  c o n -
247
d u c t i v i d a d  a s i  como do l a s  s u s t a n c i a s  r o d u c t o r a s  y i c i d n  g£  
l a c t u r ô n i c o  d e sp ue s  do 14 h o r a s  do i n c u b a c i ô n ,  de cada t e j j .  
do con e l  c o m n l o j o  onz  i m a t  i c o  de B o t r y t i s  c i n e r e a ,
E s t o s  r e s u l t a d o s  c o n f i r m a n  e l  p o d e r  de m a c e r a c i ô n  
de l a s  e n z i m a s  1 i t  i c a s  de B o t r y t i s  c i n e r e a  o b t e n i d o s  en  cu^  
t i v o s  a u t o l i z a d o s  do 80 d i a s .
La l o c a l i z a c i o n  h i s t  o q u i m i c a  de l a  p - N - a c o t i l g l u -  
c o s a m i n i d a s a  en m i c e l i o  de B o t r y t i s  c i n e r e a , f u é  l l e v a d a  a 
c abo  en m i c e l i o  de 6 y 11 d i a s .  E st o . ;  m i c e l i o s  p r é s e n t a  ban 
d i f e r e n t e s  c o n c e n t r a c i o n e s  de p - N - a c e t i l g l u c o s a m i n i d a s a ,
En m i c e l i o  de 6 d i a s ,  osea m i c e l i o  p r o c é d a n t e  de 
c u l t i v o s  en l o s  que se i n i c i a  l a  a u t ô l i s i s ,  l a  l o c a l i z a c i ô n  
no as t a n  c l a r a  deb i d o  a l  g r a n  c o n t e n i d o  c i t o p l a s m i c o  ( F i g ,  
63 y 6 4 ) ,  E l  m i c e l i o  de 11 d i a s ,  c o r r e s p o n d e  a c u l t  i v o s  a u ­
t o l i z a d o s  en un 3 0 / ,  e l  m i c e l i o  p r é s e n t a  menos c o n t e n i d o  c ^  
t o p l é s m i c o  y l a  l o c a l i z a c i ô n  de e s t e  enzi rna es mas c l a r a .  
( F i g . 65 y 6 6 ) .  Como pue de  v e r s e  hay g r a n  d i f e r e n c i a  e n t r e  -  
l o s  c o n t r ô l e s ,  uno s i n  l l e v a r  a cabo l a  r e a c c i ô n  e nz  i m é t i c a  
y o t r o  con i n h i b i d o r ,  y e 1 m i c e l i o  en e l  que se ha l l e v a d o  
a c abo  l a  r e a c c i ô n  e n z i m a t i c a .  Es v i s i b l e  que l a  p - N - a c e t i ^  
g l u c o s a m i n i d a s a  de B o t r y t i s  c i n e r e a  se e n c u e n t r a  l o c a l i z a d a  
en p a r t  i c u l a s  c i t o p l a s n i c a s .  E s t o s  r e s u l t a d o s  e s t a n  de a c u e £  
do con l o s  o b t e n i d o s  p o r  P i t t ( 1 9 6 8 )  en l o s  que p r e t e n d i ô  d£  
m o s t r a r  l a  l o c a l i z a c i ô n  en p a r t i c u l e s  c i t  o pl as m i c a  s o l i s o -  
s ornas de B o t r y t i s  c i n e r e a  d i f e r e n t e s  e n z i m a s  como l a s  f  os -  
f a t a s a a  a c i d a s ,  p - g l u c o r o n i d a s a  y p - g a l a c t o s i d a s a ,  e t c .
La l o c a l i z a c i ô n  do e s t e  enz  ima se c o n f i r m a  a l  m i ­
c r o s c o p i c  e l e c t r ô n i c o .  ( F i g . 67 y 6 0 ) .
C0NCLUSI0NE5
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1 . -  La a u t o l i s i s  de B o t r y t i s  c i n e r e a  os un p r o c e s o  a u t  ode -  
g r a d a t i v o  r a p i d e ,  l l e g a n d o  a una p é r d i d a  de p es o seco  
de m i c e l i o  de un 8 0 / .
2 . -  E l  p r o c e s o  a u t o l f t i c o  t r a n s c u r r e  e n t r e  pH 5 , 5  y 5 , 9 .
3 . -  Las e n z i m a s  i f t i c a s  e s t u d i a d a s  p r e s e n t a n  mayor  c o n c e n ­
t r a c i ô n  en e l  I f q u i d o  de c u l t i u o  que en e l  e x t r a c t o  de 
m i c e 1 i o .
4 . -  p - N - a c e t i l g l u c o s a m i n i d a s a : se a c um u l a  d u r a n t e  l a  a u t ô ­
l i s i s  en e l  l i q u i d e  de c u l t i u o  y p r é s e n t a  un pH ô p t i m o  
de 5 , 0  u n i d a d e s  y una K m = l , 2 5  mlïl.
5 . -  ( 1 ^ 3 )  - p - g l u c a n a s a ;  Es una do l a s  e n z i m a s  que se encuej }  
t r a n  en ma yor  c o n c e n t r a c i ô n  en e l  l i q u i d e  de c u i t  i v o .  
T i e n e  un pH ô p t i m o  de 4 , 0  u n i d a d e s  y una Km=0, 09 mil.
6 . -  (K - a m i l a s a  : Se a c um u l a  en e l  I f q u i d o  de c u l t i v e  d u r a n ­
t e  l o s  p r i m e r o s  d f a s  de a u t ô l i s i s ,  p a r a  l u e g o  descf -nr i er  
en su a c t i v i d a d ,  c o n s e r v a n d o s e  en n i v e l e s  c o n s t a n t e s  -  
h a s t a  e l  f i n a l  d e l  p r o c e s o .  P r é s e n t a  una K m » l , 5 2  mM y 
un pH ô p t i m o  de 4 , 0  u n i d a d e s .
7 . -  P o l i g a l a c t u r o n a s a :  p r é s e n t a  un c o m p o r t a m i e n t o  a n ô l o g o  a 
l a  c < - a m i l a s a .  Su Km= 1 2 , 5  mlïl y su pH ô p t i m o  es de 2 , 5  
u n i d a d e s .
8 . -  P o l i m e t i l g a l a  e t u r o n a s a : So a c um u l a  en e l  I f q u i d o  d« c u l ­
t i v e  d u r a n t e  l a  p r i m e r a  p a r t e  de l a  a u t ô l i s i s ,  d e s a p a r e -  
c i e n d o  a l  f i n a l  de e s t a .  T i e n e  una Km=2 mlïl y su pH ô p t i ­
mo e s t a  e n t r e  4 , 5  y 5 , 5  u n i d a d e s .
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9 . -  E Xo p e e t  i n l l a s a  % es una de l o s  e n z i m a s  que ee a c um ul a  en  
e l  I f q u i d o  de c u i t  i v o  a l  f i n a l  de l a  a u t ô l i s i s .  T i e n e  
una Km= 3 , 0  mlïl y su pH ô p t i m o  es de 6 , 0  u n i d a d e s .
1 0 . -  E n d o p e c t i n l i a s a : c o m p o r t a m i e n t o  a n ô l o g o  a l a  p o l i g a l a c ­
t u r o n a s a ,  en e l  I f q u i d o  de c u l t i v o .  T i e n e  una Km= 9 ,  Imlïl 
y t i e n e  dos pH ô p t i m o s  que son 3 , 5  y 6 , 0 .
1 1 . -  P e c t i h e s t e r a s a : se e n c u e n t r a  en n i v e l e s  muy a l t o s ,  en 
e l  I f q u i d o  de c u l t i v o ,  a l  i n i c i a r s e  l a  a u t ô l i s i s ,  d e s a -  
p a r e c i e n d o  h a c i a  l a  m i t a d  d e l  p r o c e s o .  T i e n e  una KmvB ,3 
mlïl y e l  pH ô p t i m o  es  de 5 , 5  u n i d a d e s .
1 2 . -  X i l a n a s a :  m a n t i e n e  un n i v e l  a l t o  d u r a n t e  l a  a u t ô l i s i s ,  
en e l  i f q u i d o  de c u l t i v o .  P r é s e n t a  una K m = 0 , l  mlïl y un 
pH ô p t i m o  de 4 , 5  u n i d a d e s .
1 3 . -  E l  g r a d o  de l i s i s  a l c a n z a d o  p o r  p a r e d e s  de c u l t i v e s  
s i n  a u t o l i z a r  ( 3  d f a s )  f u e  de un 5 1 , 2 / .
1 4 . -  E l  g r a d o  de l i s i s  a l c a n z a d o  p o r  p a r e d e s  de c u l t i v e s  a £  
t o l i z a d o s  ( 7  d f a s ) ,  f u é  de un 3 1 / .
1 5 . -  Las p a r e d e s  r e t i e n e n  e n z i m a s  I f t i c a s ,  que p r o d u c e n  una  
l i s i s  de un 17 y un 1 9 /  p a r a  p a r e d e s  de 3 y 7 d f a s  r e s ­
p e c t  i v a m e n t e  .
1 6 . -  Las h o j a s  de l a  p l a n t a  de j u d i a  son a t a c a d a s  p o r  e l  
c o m p l e j o  e n z i m é t i c o  p r o d u c i d o  d u r a n t e  l a  a u t ô l i s i s  de 
B o t r y t i s  c i n e r e a .
251.
1 7 . -  E l  t a l l o  de l a  p l a n t a  de j u d i a  es a t a c a d o  p or  e l  c o m p l e j o  
e n z i m a t i c o  p r o d u c  i d o  d u r a n t e  l a  a u t ô l i s i s  de e s t e  h o n go .
1 8 . -  E l  c o m p l e j o  e n z i m a t i c o  o b t e n i d o  d u r a n t e  l a  a u t ô l i s i s  de 
B o t r y t i s  c i n e r e a , p r o d u c e  m a c e r a c i ô n  de ÿ e j i d o s  de p a t a ­
t a  y manzana con d e s p r e n d i m i e n t o  do c é l u l a s  ,
1 9 . -  E l  c o m p l e j o  de e s t a s  e n z i m a s ,  p r o d u c e  m a c e r a c i ô n  de p a t £  
t a ,  manzana y z a n a h o r i a ,  con a um ent o  de s u s t a n c i a s  p e c ­
t i c a s  e i o n e s  en e l  m e d i o .
2 0 . -  ) 3 - N - a c G t  i l g l u c o s a m i n i d a s a  ha s i d o  l o c a l i z a d a  en p a r t  f e u ­
l a s  c i t o p l a s m i c a s  d e l  m i c e l i o  de f l o t r y t i s  c i n e r e a , a l  m,i 
c r o s c o p i o  ô p t i c o  y a l  e l e c t r ô n i c o .
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f l l b e r s h e i m .  P . ,  D u n e s ,  T. l ï l .  y E n g l i s h ,  P . O . ,  ( 1 9 6 9 ) .  
B i o c h e m i s t r y  o f  t h e  c e l l  w a l l  i n  r e l a t i o n  t o  i n f e c t i v e  p r a -  
c e s e s " .  A n n .  R e v .  P h y t o p a t h o l .  2» 1 7 1 - 1 9 4 .
A I b e r t s s o n ,  P . A .  ( 1 9 6 7 ) .  " T w o- P h a s e  s e p a r a t i o n  o f  v i r u s e s " . 
M e t h o d s  i n  v i r o l o g y ,  2 , 3 0 1 - 3 2 1 .
A r i m a ,  K . ,  U o z u m i ,  T . ,  y T a k a h a s h i ,  M . ( 1 9 6 5 ) .  " S t u d i e s  on 
t h e  a u t o l y s i s  o f  A s p e r g i l l u s  o r y z a e  . P a r t .  I  C o n d i t i o n s  o f  
a u t o l y s i s " .  A g r .  B i o l .  Chem. 2_9» 1 0 3 3 - 1 0 4 1 .
B a i n b r i d g e , B i i ' U I , , B u l l ,  A . T . ,  P i r t ,  3 . 3 . ,  R o w l e y ,  B . I .  y 
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